
(12) NACH DEM VERTRAG OBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltorganisation fur geistiges Eigentum 
Internationales Biiro 

(43) Internationales Veroffentlichungsdatum 
14. Februar2002 (14.02.2002) 




PCT 



(10) Internationale Veroffentlichungsnummer 

WO 02/12945 A2 



(51) Internationale Patentklassifikation 7 : G02B 21/00 Frank [DE/DE]; Am Schbnblick 19, 99425 Weimar (DE). 

LANGE, Ralph [DE/DE); Li selotte -Herman n-Strasse 26a, 

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP0 1/09049 07747 Jena (DE). BLOOS, Helmut [DE/DE]; Felix-Auer- 

bach-Str. 20, 07747 Jena (DE). 

(22) Internationales Anineidedatum: 

4. August 2001 (04.08.2001) ( 74 > Gemeinsamer Vertreter: CARL ZEISS JENA GMBH; 



(25) Einreichungssprache: Deutsch 

(26) Veroffentlichungssprache: Deutsch 



Carl-Zeiss-Promenade 10, 07745 Jena (DE). 
(81) Bestimmungsstaaten (national): JP, US. 



(84) Bestimmungsstaaten (regional}: europaisches Patent (AT, 
BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR. GB, GR, IE, IT, LU, MC, 
(30) Angaben zur Prioritat: NL PT SE TR) 

100 38 527.3 8. August 2000 (08.08.2000) DE 

Veroffentlicht: 

(71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaten mitAusnahme von — ohne internationalen Recherchenbericht und erneut zu 
US): CARL ZEISS JENA GMBH [DE/DE]; Carl-Zeiss- veroffent lichen nach Erhalt des Berichts 

Promenade 10, 07745 Jena (DE). 

Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen 

(72) Er fin der; und Abkurzungen wird auf die Erklarungen ("Guidance Notes on 
(75) Erfinder/Anm elder (nur fur US): GERSTNER, Volker Codes and Abbreviations") am Anfangjeder regularen Ausgabe 

[DE/DE]; Sophienstrasse 30, 07743 Jena (DE). HECHT, der PCT-Gazette verwiesen. 

(54) Title: ASSEMBLY FOR INCREASING THE DEPTH DISCRIMINATION OF AN OPTICAL IMAGING SYSTEM 



^= (54) Bezeichnung: ANORDNUNG ZUR ERHOHUNG DER TEEFENDIS KRIMINIERUNG OPTISCH ABBILDENDER SYS- 
S= TEME 



— (57) Abstract: The invention relates to a method for increasing the depth of contrast during microscopic imaging. The method 
== and implementation described can be designated as structured illumination, which creates quasi-confocal optical sections (1, 2, 3, 
gas 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10). During the implementation of the method, a grid structure, located in the illumination field stop plane of a 
,-=? microscope, the object plane and the TV intermediate-image plane of a microscope are arranged "con focal ly M (4, 5, 6, 7, 9). The term 

"confocaJly" refers to the fact that the grid, object and the intermediate image plane are positioned on optically conjugated planes. 
^ = This assembly enables the grid structure to be projected into the object plane of the microscope and the object, thus structured, to be 
= reproduced on the TV intermediate-image plane using the following optical system. Optical sections are created by the calculation 

of the modulation depth of the structured object. The object is reproduced perpendicular to the direction of observation on several 
~~ focus planes, to achieve a 3-dimensionaJ registration of said object and is detected using an array -detector (e.g. CCD camera). The 
SSS method and implementation of structured illumination described in this patent can primarily be used in the field of reflection and 

fluorescent microscopy. In principle, said method can be used for all linear interactions between light and matter. The use of the 

method is likewise not restricted to the field of microscopy. 



fs| (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine Methode zur Erhdhung des Tiefenkontrasts bei der mikroskopischen Abbil- 
^ dung. Die dargestellte Methode und Realisierung kann als strukturierte Beleuchtung zur Erzeugung quasi-konfokaler optischer 
Schnitte bezeichnet werden (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10). Bei der Realisierung der Methode werden eine Gitterstruktur, die sich in der 
I/*) Leuchtfeldblendenebene eines Mikroskops befindet, die Objektebene und die TV-Zwischen-bildebene eines Mikroskops "konfokal" 
^ angeordnet (4, 5, 6, 7, 9). Der Begriff "konfokal" tragt derTatsache Rechnung, dass sich Gitter, Objekt und die Zwischenbildebene in 
^ optisch konjugierten Ebenen befinden. Durch diese Anordnung wird die Gitterstruktur in die Objektebene des Mikroskops projiziert 
^ und das derart strukturierte Objekt iiber die nachfolgende Optik in die TV-Zwischenbildebene des Mikroskops abgebildet. Durch 
Berechnung der Modulationstiefe des strukturierten Objekts werden optische Schnitte generiert. Eine 3-dimensionale Erfassung 
des Objekts wird dadurch realisiert, dass das Objekt in mehreren Scharfeebenen senkrecht zur Beobachtungsrichtung abgebildet 
und mittels Array-Detektor (z.B. CCD-Kamera) detektiert wird. Vorrangig kann die hier dargestellte Methode und Realisierung der 
Q strukturierten Beleuchtung in der Reflexions- und Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt werden. Prinzipiell ist die Anwendung der 
£^ Methode bei alien linearen Wechselwirkungen von Licht mit Materie moglich. Ebenso ist die Methode nicht auf die Anwendung in 
^* der Mikroskopie beschrankt. 
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Beschreibung der Abbildungen 

In Abbildung 1 ist das vereinfachte optische Schema der strukturierten Beleuchtung 
dargestellt. Eingezeichnet ist der bildgebende Strahlengang (Lukenstrahlengang). Ein 1 
dimensionales Transmissionsgitter (3), welches sich in einer Scharfeebene der dargestellten 
optischen Anordnung befindet, wird dnrch eine Lichtquelle (1) und nachfolgender 
Kollektoroptik (2) beleuchtet. Das Transmissionsgitter kann in axialer Richtung (parallel zur 
optischen Achse des Systems) bewegt werden. Die Bewegungsmoglichkeit ist durch den 
eingezeichneten Pfeil dargestellt Dem Gitter folgt in Lichtrichtung eine planparallele 
Glasplatte (4). Der Winkel der planparallen Platte zur optischen Achse kann definiert 
eingestellt werden. Durch die nachfolgende beleuchtungsseitigen „Linsen' a (5 + 6) 
(Tubuslinse und Objektiv bzw. Kondensor ) wird die Struktur in die Praparatebene (7) 
abgebildet. Die durch einen Pfeil dargestellte Bewegungsmoglichkeit der Linse (5) 
(Tubushnse ) kann als alternative Losung zur Bewegung des Gitters (3) verwendet werden, da 
eine axiale Verschiebung der Tubuslinse im Wesentlichen einer axialen Verschiebung der 
Scharfeebene gleichkommt. 

Von dem Praparat ausgehendes Licht wird wiederum fiber ein Linsenpaar (8 + 9) (Objektiv 
und Tubuslinse) in die darauffolgende Scharfebene (10) abgebildet. 

In Abbildung 2 ist der im allgemeinen auftretende Farblangsfehler der optischen Anordnung 
aus Abbildung 1 schematisch dargestellt. Eingezeichnet sind die Lukenstrahlengange fur zwei 
xmterschiedliche Wellenlangen. Durch die chromatische Langsabberation der 
Linsenkombination hegen die Scharfeebenen fur unterschiedliche Wellenlangen axial an 
unterschiedlichen Orten. Durch eine axiale Verschiebung des Gitters (bzw. der Tubuslinse (5) 
kann dieser chromatische Langsfehler korrigiert werden-. Dies ist durch die Gitterpositionen 
(3a) und (3b) angedeutet. AuBerdem wird fur die beiden Wellenlangen axial nicht der gleiche 
Ort in der Probe scharf abgebildet. Dies ist durch die Scharfeebenen (7a) und (7b) dargestellt. 
Der Unterschied in der Lage der Scharfeebenen (7a) bzw. (7b)fuhrt zJB: bei 
Mehrfachfluoreszenz zu einer fehlerhaften Erfassung des Objekts. Die chromatische 
Verschiebung der Scharfeebenen im Objekt kann uber eine Software-Korrektur der axialen 
Positionen beriicksichtigt werden. 

In Abbildung 3 ist eine Ausfuhrung der optischen Anordnung aus Abbildung 1 bzw. 
Abbildung 2 zur Aufhcht-Fluoreszenzdetektion in der Mikroskopie dargestellt. Mittels einer 
Lampe (1) und nachfolgender Linse (2) wird eine Struktur 3 (Sinusgitter oder binares 
Transmissionsgitter) beleuchtet Die Position der Struktur kann zJB. fiber eine motorisch 
getriebene Excenter-Bewegung axial variiert werden (siehe Abbildung 7). Zur Ansteuerung 
ist der Motor des Excenters tiber ein Kabel mit der Steuerungselektronik verbunden. Eine 
darauffolgende planparallele, transparente Glasplatte (4) (Material z.B. BK7 oder Quarzglas) 
kann z.B. mittels Scanner (Abbildung 7) in verschiedene Winkelpositionen relativ zur 
optischen Achse versetzt werden. Zur Ansteuerung ist der Seamier uber ein Kabel mit der 
Elektronikbox verbunden. Durch den Parallelversatz der Platte kann die Ortsphase der 
Struktur variiert werden (Abbildung 5). Die nachfolgende (beleuchtungsseitige) Tubuslinse 
(5) bildet die Struktur in den Unendhchraum der ICS-Optik des Mikoskops ab. Durch den 
Anregungsfilter (7), den dichroitischen Strahlteiler (1 1) und das Objektiv (10) wird die 
Struktur in die Praparatebene abgebildet. Das Praparat (9) befindet sich auf dem 
hohenverstellbaren Objekttisch (8). Die Hohe des Tisches (8) kann mit dem Trieb (6) in 
Pfeilrichtung eingestellt werden. Dazu ist der Trieb uber ein Kabel mit der 

1 Unter Linsen sollen hier im allgemeinen auch komplexe Linsenssyteme verstanden werden. 
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schlxefihch uber eine Tubuslinse (13) auf die Kamerzwischenbildeben foS^Der^D 
Chip der Kamera (14) detektiert die derart strukturierte FluoeszenzemLion Dxf 

^cSln 611 W t 6a Ti* 0 ( i 6) tib6rtragen - ^ den PC k ™™ die elktronische 
Schmttstelle zur Steuerelelcironik die axiale Position der Struktur (Gitter) und d e r wX 

planparallelen Platte relativ zur optischen Achse ein ges mt werden Sal wrrd d e ' 
Steuerungselektroruk mit einem z.B. galvanischen Scanner (z.B. M2T Fa £neZ Scan™, 
500 Arsenal Street, Watertown, MA 02472) verbunden. Letzlich kam'to^SST* 

f m rS S 5 ' 6 Ut W6rden ( Abbildun S 6). Desweiteren ist die axiale PoSn de Serf 
einsteUbar. Damit konnen cbxomatische Langsfehler minixniert werden SudSt^ 
Dadurch wird die Orts-Phasenabtangie Detektion und Verrechnung der staSuriSen BiMer 
zur Berechnung eines optischen Schnittbildes bei unterscMedHcScfeoSS^ 
Bedmgungen mogkch. Das Ergebnis der Berechnung wird auf dem SoTlTdLetellt 
Zur Messung der Beleuchtungsintensitat wird fiber z B. eine plan^ete Platte 
fS^ 1 des A-egungshchts ausgekoppelt und fiber S^SS^Sde 
(19) fokussiert Die Spannung der Photodiode wird fiber eine ^verbiM^ 
Steuerelektromk geffihrt. Nach einer Analog-Digital-Wandlung JSffil«t flh- 
Korrektur von fastabilitaten der LichtqueUe verwendet ^ ^ dl6 

Moghche Realisierungen der axialen Verschiebung des Gitters und der Einstellun* des 
Winkeis der planparrallelen Platte sind Abbildung 7 zu entnehmen. ™ ellUng deS 

In Abbildung 4 ist eine entsprechende Anordnung fur den Fall einer reflelnW^,, u i. 
btranlteiler (21) (z.B. senntransparenter Spiegel) ersetzL 

? A £ b ,! dU f 8 ^ *? 6in erweilertes System mit einem elektronischen Verschlufi ( Shutter""* ™ 
Kontrolle der Behchtungszyklen fur die Kameradetektion dargesteUt Sr bier df£5te 
Shutter besteht aus einem Planspiegel (22), dessen Winkel zur optischen AclSe nSz B 
galvamschem Scanner eingestellt werden kann, einem nachfolgenden Prismfa n Id einem 
feststehenden Sp leg el (23). Durch die dargestellte Kombination von pSSS J? 

„offene (Strahlengang mit durchgezogenen Linien) und eine gescMoLnVSC rW 
optischen Anordnung (Strahlengang gestrichelt) realisiert werdfn g * 

^J^T 1 enn5g " cht ei f schnelles ™d Ausschalten" der Lichtquelle ReaUstische 
Schaltzeiten hegenim Bereich von etwa l-10ms. Die minimalen VerscMufizeiten werden 
***** Reaktionszeiten des Scanners bei typischen SpiegeldurchS^fetwI^mm 

Wesentlicher Vorteil ist hier die hohe Schaltzeit der Anordnung und der im Ver^emrh ™ 
normalen Verschlfissen vemachlassigbare Verschlei* der dargStd^wSg 

~ ellUI1 f ^ 0rt «* <*£££S£l Das hier 
! EmsteUung der Phase des Gitters ohne mechanische Bewegung desselben Sglich 
i 111 Abbildung 7 a) ist eine seitliche Ansicht der Mimik zur Einstelln™ ,w d , 

motonsch (4) angesteuerten Bxceater (3) kann die axiale Laee (Hfihel rt?r Jf^S, ™ 
emgesteU, werten Ein galvanischer Seanner (5) eriaub, abSefaetenSwe^ie' 
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Einstellung des Winkels der planparallelen Platte (1). In Abbildung 4 b) ist dieselbe 
Anordnung in Aufsicht dargestellt. 

In Abbildung 8 ist schliefllich eine Ausfiihrung des gesamtem Moduls dargestellt, bei der 
zwei Blendenoffhungen vorgesehen sind. Die als Position 1 bezeichnete Oflhung ist ein 
strukturfreier optischer Durcbgang mit einer variablen Erisblende (Feldblende des 
Mikroskops), Position 2 enthalt die oben ausfuhrlich dargestellte optische Anordnung 
bestehend aus Strulctur und planparalleler Platte im optischen Strahlengang. Durch die hier 
dargestellte Anordnung ist ein einfacher Wechsel von z.B. gewohnlicher Auflicht- 
Mikroskopie zur strukturierten Beleuchtung moglich. Dazu muB das gesamte dargestellte 
Modul senkrecht zur optischen Achse in die jeweils gewiinschte Position bewegt werden. 
In Abbildung 9 ist eine Moglichkeit zur Korrektur der chromatischen Langsabberation in der 
LFB-Ebene dargestellt. Dazu werden zwei optische Glaskeile (1)(2) eingesetzt, wobei einer 
der beiden Keile z.B. durch einen Lineaimotor in der durch den Pfeil angegebenen Richtung 
verschoben werden kann. Die dargestellte Anordnung erlaubt die Variation der optischen 
Weglange. 

In Abbildung 10 ist die Anderung der optischen Weglange zur Korrektur der chromatischen 
Langsfehler mittels optischer Keile (Abbildung 9) in eine Ausfiihrung des optische Systems 
integriert dargestellt. Die Darstellung entspricht bis auf die Keilanordnung (21) der Abbildung 
3. 

In Abbildung 11 ist eine Ansicht des Mikroskopsystems und den elektronischen 
Komponenten schematisch dargestellt. 

In Abbildung 12 ist der Trager des Gitters aus Abbildung 7 (2) in codierter Ausfiihrung 
dargestellt. Die dargestellten 5 elektronischen Kontakte werden durch die ebenfalls 
dargestellten leitenden Stifle zur Reahsierung der gewiinschten binaren Information zur 
automatischen Erkennung von den implementierten Gittertragern verwendet. Insbesondere bei 
mechanisch wechselbaren Gittern ist die Codierung der Gitter sinnvoll, urn durch die 
automatische Erkennung Fehler des Anwenders durch z.B. falsch eingestellte Orts-Phasen zur 
Berechnung von Schnittbildem zu venneiden. 

In Abbildung 13 ist eine Reahsierung zur automatischen Erkennung eines mechanischen 
Moduls dargestellt Bei der durch den Pfeil angedeuteten relativen Bewegung der beiden 
Grenzflachen kann ein photoempfindlicher Empfanger abgedeckt bzw. geoffiiet werden. 
Dadurch ist eine automatische Positionserkennung reahsierbar. 
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1.2 Beschreibung der Methode 

Im folgenden wird das Prinzip der strukturierten Beleuchtung dargestellt. In der Ebene der 
Leuchtfeldblende (LFB) ernes Mikroskops befindet sich eine Struktur. Bei der Struktur soil es 
sich im folgenden um eine 1 oder 2-dim periodische Struktur handeln. Die 1-oder 2- 
dimensionalen periodischen Struktur (Gitter) kann z.B. ein lithographisch gefertigtes 
Transmissions oder Reflexionsgitter sein. Das Gitter kann sowohl eine binare (Rechteckgitter) 
Oder auch sinusfdrmige Gestalt (Sinusgitter) besitzen. Das Gitter wird iiber geeignete optische 
Elemente (beleuchtungsseitige Tubuslinse, und z.B. Objektiv) in die Objektebene abgebildet. 
In der Objektebene befindet sich z.B: ein reflektierendes oder fluoreszierendes Objekt. Die 
laterale Struktur der Beleuchtungsintensitat fiihrt bei einer linearen Wecbselwirkung zu einem 
strukturierten Objekt. Das strukturierte Objekt wird wiederum tiber das Objektiv und die TV- 
seitige Tubuslinse in die nachfolgende Zwischenbildebene abgebildet und mittels Array 
Detektor registriert (siehe Abbildung). Die Sensorflache des Detektors befindet sich dazu in 
der Zwischenbildebene (TV-Ausgang am Mikroskop). 

Die Erhobung des Tiefenkontrasts bei einer mikroskopischen Aufhahme mit der strukturierten 
Beleuchtung ist letzlich darauf zuruckzufuhren, dafl nur der Mittelwert (oder DC-Anteil) bei 
einer konventionellen mikroskopischen Abbildung bei einer Defokussierung nicht 
verschwindet. Wird hingegen ein Objekt mit einer Struktur beleuchtet, deren Ortsfrequenz 
(en) ungleich null ist, und wertet man anschlieflend nur den Anteil der Bildinformation aus, 
der strukturiert abgebildet wurde, so kann der DC-Anteil (Nullfrequenz ) numerisch entfernt 
werden. Dadurch wird der Tiefenkontrast erhc-ht. Die Struktur der Beleuchtung "markiert" 
den Teil des Objekts der sich im Foku^ des optischen Systems befindet 
Zur Berechnung optischer Schnitte mufl im Wesentlichen die Modulationstiefe (= AC-Anteil) 
des strukturierten Objekts pixelweise bestimmt werden. Im einfachsten Fall einer 1 - 
dimensional periodischen, sinusfBrmigen Struktur, ist bei einer linearen Wechselwirkung die 
bildseitige Intensitat /= I(x,y, <p) mit den Orts-Variablen x,y und dem Parameter fur den Orts- 
Phasenwinkel der periodischen Struktur <p gegeben durch 

l{x>y,<p) = a Qxy +m xy -sw{k x -x + <p) Gleichung 1 

mit der lokal abhangigen Modulationstiefe m x =:m(x, y) . 

Die Modulationstiefe ist dabei einerseits abhangig von der Gitterfrequenz, der abbildenden 
Optik und von dem betrachteten Objekt. 

Unter Verwendung der Additionstheoreme lafit sich dies schreiben als 

J x. y (?) = &o x , y + a lxy ■ sin(p) + b lx y ■ cos(<p) Gleichung 2 

Dabei ist cp der Phasenwinkel der sinusfbrmigen strukturierten Beleuchtung, a Qx der DC- 
Anteil (=Mittelwert) und 

a i*,y = ™ x , y ^os{k x x) Gleichung 3 

K, y = m *,y sin(> x x) Gleichung 4 

damit folgt sofort fur die lokale Modulationstiefe der Sinusfrequenz 



3ID: <WO 021294SA2_I_> 



WO 02/12945 PCT/EP01/09049 



J a, 2 +b y 2 



Gleichung 5a 



Ein optisches Schnittbild ist gerade die mit der Bild-Intensitat (=DC-Anteil) multiplizierte 
Modulationstiefe 



sectioned 



= 77? 



Zusatzlich kann der Phasenwinkel berechnet werden 
tan(p) = -^5£. 



Gleichung 5b 



Gleichung 6 



Die zunachst von der Modulationsfrequenz abhangigen Koeffiaenten- und b lx undder 

lokal abhangige Mittelwert konnen andererseits durch Anderung der Phase mit der diskreten 
Fourierentwicklung wie folgt geschrieben werden 



71=0 



Gleichung 7 
Gleichung 8 
Gleichung 9 



Dabei ist N die Anzahl der Phasenschritte. - 
Durch einsetzen der Gleichungen 7-9 in die Gleichung 5 kann die lokale Modulationstiefe 
m x y berechnet werden. 

Fiir drei bzw. vier Phasenschritte vereinfachen sich die Foimeln fiir die letzthch gesuchten 
optischen Schnitte zu. 



^ sectioned xy ™x,y 

3 



^.,(o)-/,,|f 



l2 



+ 



'-if K, 



fur drei Phasenschritte (0, 2n/3, 4tc/3 ) bzw. 



(4k 



12 



Gleichung 10 



1 sectioned^ ™ x ,y = \j [i Xt y (0) - I Xty (tt)} + 



TV 



2 J M 2 



3;r 



n2 



Gleichung 1 1 



fur vier Phasenschritte (0, tc/2, tc, 3tt/2) 

Zur Berechnung des DC-Anteils ist der „Mittelwert" liber die Phasenbilder zu berechnen 
(Gleichung 7). Fur drei Phasenwinkel ergibt sich 
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und entprechend fur vier Phasenwinkel 
1 I , . ,\ . I n 
2j 



3tT 



Der einfachste Fall ist die Berechmmg des Mittelwerts mit 2 Phasenschritten. 
1 
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Gleichung 12a 

Gleichung 12b 



7 ^="o,,,=-fc>)+/ x ,>)) 



Gleichung 12c 



Aufgrund des Verschiebungssatzes fur die trigonometrischen Funktionen werden bei der 
Berechnung mithilfe der letzten Gleichungen 12c die Modulationsfrequenzen eliminiert 
Besonders vorteilhaft ist dieser einfache Algorithmus dadurch, dafi auch bei Verwendung 
ernes Rechteckgitters (s.u.) aUe hoheren Harmonischen des Rechteckgitters unterdruckt 
werden. Fur N = 2",n eine natiirliche Zahl ist dies immer der Fall Im allg. bei Verwendung 
von mehr als 2 Phasenschritten ist dies nicht der Fall. Z.B. fuhrt bei drei Phasenschritten 
(Gleichung 12a) die dritte Harmonische bei der Mittelwertbildung zu streifenformigen 

Der allgemein mit Gleichung 7 bzw. Gleichung 12 berechnete DC-Anteil entspricht der 
konventionellen Aufeahme im Mikroskop. Der Tiefenkontrast ist dann nicht erhoht 
Vorteilhaft ist die Berechnung der ,3ellfeldinformation" mit Gleichung 7 (12) insbesondere 
applikatrv, da durch dieses Processing ein „Umschalten" von optischem Schnitt zu 
konyentiorieller Aufhahme ennoglicht wird, ohne dafi ein mechanisches Entfernen der 
Struktur aus dem Strahlengang notig ist. 

Wird sowohl der DC-Anteil als auch ein optischer Schnitt (AC-Anteil) berechnet, so kann 
(nach geeigneter Kalibrierung) auch die „Out-of-Focus" Information durch Differenzbildung 
(DC - AC) bestimmt werden. 

Bei Verwendung eines Rechteckgitters kann zur Darstellung die folgende Reihenentwickluns 
zurBeschreibung verwendet werden. 



m 



I(x,y,<p) = a 0xy +Y i - 



sin 



x + 



<P 



/=0 



(2z + l) 



Gleichung 13 



Die Modulationstiefe der Gitterfrequenz bei Fokussierung z.B. auf einen Spiegel als Probe 
kann durch die Modulationsttansferfunktion beschrieben werden [T. Wilson]. 



a cos 



\2NA) 2NA 



' kX V 
2NA) 



Gleichung 14 



bei inkoharenter Beleuchtung und Auflicht-Beluchtung. Dabei ist 
NA = numerische Apertur 

/L = Wellenldnge 

k = Ortsfrequenz 



)CID: <WO 0212945A2_I_> 



WO 02/12945 



PCT/EPO 1/09049 



8 



Obige Formel gilt fur kreisformige.Pupillen. Bei Defokussierung ist eine Wellenabberation 
als komplexer Phasenfaktor mit der PupiUenfunktion zu multiplizieren. 

Anhand der Gleichung 10 erkennt man, dafi die 3-Phasenfoimel implizit die 3 .Harmonische 
derFourierentwicklung eines Rechteckgitters (Gleichung 13, i=l) unterdnickt. Erst die 5. 
Harmonische (i=2) fuhrt zu einem Storterm und damit zu einer Restmodulation (Artefalct). 
Wird das 1-dim Gitter so dimensioniert, dafi die 5. Harmonische durch den „optischen 
Tiefpafi" nicht ubertragen werden kann, d.h. grofier gewahlt wird als die optische 
Grenzfrequenz ) 



konnen die Artefakte durch hohere Harmonische vollstandig unterdnickt werden. 
Bei Anwendung der Gleichung 11, d.h. bei Verwendung von vier Phasenschritten zur 
Berechnung der (lokalen) Modulationstiefe ist dies nicht der Fall. Gleichung 1 1 kann damit 
im Zusammenhang mit Rechteckgittem nur eingeschrankt verwendet werden, z.B. fur den 
Fall 5 dafi bereits die 3. Harmonische in der Fourierentwicklung durch die Optik nicht 
ubertragen wird. Vorteilhaft ist bei Gleichung 1 1 unter dieser zusatzlichen Voraussetzung, 
daB die 2.Harmonische des Gitters implizit durch den Algorithmus unterdnickt werden kann. 

1.3 Technische Ausfuhrungen 

Technische Ausfuhrungen sind in den Abbildungen 3 und 4 und weitere Details zu den 
Ausfiihrungen in den Abbildungen 5-8 dargestellt 

Die folgenden Details der Ausfuhrungen, die in den abbildenden Systemen fur die 
Anwendung in der Fluoreszenz-Mikroskopie (Abbildung 3) und der Reflexionsmikroskopie 
(Abbildung 4) angewendet werden sollen an dieser Steile nochmals herausgestellt werden. 

Es handelt sich dabei urn die folgenden relevanten Ausfuhrungen. 

• Die Phasenstellung durch eine planparallele Platte (Planplattenmilcrometer) 

• Die (motorische) Bewegung des Gitters in axialer Richtung zur Korrektur 
chromatischer Langsfehler (Fokuskorrektur) 

• Die Korrektur von Instabilitaten der Lichtquelle durch Messung der Lichtintensitat 
mittels Photodetektor (typischerweise einer Photodiode) und anschlieBender 
numerischer KorTektur durch Skalierung der erfafiten Einzel-Phasenbilder 

• Die Korrektur von z.B. Bleichen der Farbstoffe in der Fluoreszenz-Mikroskopie 
durch ein optkoiertes Mittelungsverfahren. 

• Die Realisierung eines schnellen Shutters mittels Scanner entsprechend Abbildung 5 

• Die Korrektur z.B. statistischer Anderungen der Ortsphase des Gitters durch losen 
eines Gleichungssystems. 

• Die Realisierung eines Systems zur Verwendung eines 2-dimensionalen Gitters unter 
Verwendung von zwei orthogonalen Planplattenmikrometern. 

irlriL^JL^Phasenverschiebung durch eine planparallele Platte 

Die Einstellung der Phasenlage des Gitters kann vorteilhaft durch eine Parallelverschiebung 
reahsiert werden (Planplattenmikrometer). Das Prinzip ist in Abbildung 6 dargestellt. Eine 
planparallele Glasplatte (Material zB. BK7) wird nach dem Gitter angeordnet und z.B. durch 
einen galvanischen Scanner wohldefinierte Winkel eingestellt. Die Verwendung eines 
Scanners bietet insbesondere den Vorteil einer prazisen und schnellen Einstellung des 



limit 



2NA 



Gleichung 15 
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Winkels. Technisch moglich sind hier typische Stellwinkel etwa im Bereich +/- 15° mit einer 
Stellgenauigkeit von <50 firad. bei einer Einstellzeit <5ms. 

Die Datenaufhahme synchron zum Detektor kann auf zwei Arten realisiert werden: 

• durch eine kontinuierliche Bewegung der planparallelen Platte und Synchronisation mit 
der Kamera 

• durch schrittweises, sequentielles anfahren der Scanposition 

Die sequentielle Positionierung bietet den Vorteil einer hoheren Modulationstiefe (=Kontrast) 
des strukturierten Objekts bzw. einer Unabhangigkeit des Kontrasts von dem Verhaltnis 
Belichtungszeit/Auslesezeit der Kamera. 

Um einerseits die anregungsseitige Transmission zu optimieren und andererseits 
Vielfachreflexionen an der planparallelen Platte zu minimieren, ist es vorteilhaft die 
Reflexionen an alien optischen Komponenten, insbesondere der Struktur (bzw. dem Substrat) 
und der planparallelen Platte durch Antireflexbeschichtungen zu minimieren. Auflerdem ist es 
vorteilhaft, die planparallele Platte unter einem kleinen Winkel (ungleich 0°) in den optischen 
Strahlengang einzufugen. Damit konnen storenden Reflexionen ausgeblendet werden. 

W^L3;2_Fokuskorrektur, Ausgleich von chromatischer Langsabberation 

Wenngleich die Abbildung von z.B: fluoreszierenden und reflektierenden Objelcten in einigen 
Punkten identisch ist, so ergeben sich durch die bei z.B. fluoreszierenden Objekten 
vorhandenen Unterschiede von Anregungs- zu Emissionswellenlange (Stokesshift) eiiiige 
wesentliche za beachtenden Punkte. ~ - 

Da in der Regel auch chromatisch korrigierte Objektive einen chromatischen Langsfehler 
aufweisen, befinden sich Gitter, Objekt und TV-Zwischenbildebene jeweils nur fur eine 
Anreguns/Emissionswellenlange in den optisch Konjugierten Ebenen. Bei einer Anderung der 
spektralen Verhaltnisse (Filterwechsel) oder bei einem Austausch der Objektive ist die einmal 
eingestellte Scharfstellung von Objekt, Gitter und Kamera nicht mehr gegeben. Dies flihrt 
einerseits zu einer Verringerung des Kontrasts im strukturierten Bild, andererseits bei 
grofieren Farblangsfehlern zu streifenformigen Artefakten im errechneten optischen 
Schnittbild. 

Die Scharfstellung des Objekts auf die Kamera ZB Ebene kann durch nachfokussieren 
realisiert werden. Zusatzlich ist aber die Korrektur der Gitterposition relativ zur Objektebene 
notwendig. In diesem Patentantrag wird die vorteilhafte Verwendung einer manuellen oder 
motorischen Verstellmoglichkeit zur Scharfstellung des Gitters auf das Objekt dargestellt 
Dies kann bei der Verwendung einer ICS Optdk auf zwei verschiedene Arten umgesetzt 
werden: 

a) Verschiebung der „Tubuslinse" in Abbildung 1 

b) Verschiebung der Gitterposition in Abbildung 2 . 

Auch bei substantial identischen Wellenlangen fur Anregung und Detektion 
(^eflexionsmikroskopie) kann durch chromatische Abberationen eine axiale Bewegung der 
Struktur bzw. der beleuchtungsseitigen Tubuslinse zur Korrektur notwendig werden. 
Insbesondere ist dies bei einem Wechsel von z.B. sichtbarem Spektralbereich zu UV der Fall. 

Die Anpassung der Gitterposition kann z.B. durch eine exzentrische Bewegung realisiert 
werden. (Abbildung 7a,7b). Bei ausreichenden Platzverhaltnissen (bzw. ausreichend geringer 
notwendiger Fokuskorrektur) ist auch die Verwendung eines optischen Keils und damit der 
Veranderung der optischen Weglange moglich (Abbildung 9,10). 
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*r^!i33-_Korrektur der ze itlichen Intensitats-Instabilitat der Lichtquelle 

Eine zeitliche Anderung der Intensitat der Lichtquelle wahrend der Detekticm der im 
allgemeinen N >=3 „Phasenbilder" fuhrt zu streifenformigen Artefakten im berechneten 
optischen Schnittbild, da in der Ableitung obiger Formeln eine zeitlich konstante Lichtquelle 
vorausgesetzt wird. Um diesen im Bezug auf die Bildqualitat storenden Einflufi 
zeitabhangiger Anderungen der Beleuchtung zu eliminieren bzw. zu minimieren, kann wie 
folgt vorgegangen werden. In einem ersten Schritt wird die Intensitat der Lichtquelle z.B. 
durch Abbildung auf einen lichtempfindlichen Empfanger -z.B. eine handelsubliche 
Photodiode -ein Meflwert fur die Beleuchtungs-Intensitat gewonnen (in den Abbildung 3,4,5 
dargestellt). Das Zeitintervall fur die Integration ist dabei auf das Zeitintervall fur die 
Belichtung des CCD-Chips der Kamera abzustimmen. Das Spannungssignal der Photodioden- 
Schaltung wird anschlieBend fiber einen AD-Wandler digitalisiert Nach Messung der N 
Einzelbilder mit den Ortsphasen 
Ituk 

<P n = Gleichung 1 6 

konnen diese z.B. wie folgt normiert werden. 

I x (<p n ) 

I norm X ,y \<Pn ) = ^ j Gleichung 17 

mit dem liber die Phasenbilder gemittelten digitaUsierten Photodiodensignal 

lL PD S ig nal{<Pn) 

PD Signal '^— Gleichung 18 

und dem Konrekturfaktor 

C( ft )^%fc! Gleichung 19 

P ^Signal 

j^ 41.3.4 Phaseninstabilitat. Phasenstellgeschwindigkeit 

Um die Phaseninstabilitat zu minimieren, ist es vorteilhaft einen temperaturstabilisierten 
galvanischen Scanner (z.B. M2T, Fa. General Scanning ) zu verwenden. ein solcher Scanner 
gestattet auch eine kurze Phasenstellzeit von wenigen MiUisekunden. Um die Phasenstabilitat 
zu optimieren, wird der Scanner elektronisch uber einen geschlossenen Regelkreis 
angesteuert. 



Zusatzlich kann eine SW-Korrektur von Phaseninstabilitaten durch Messung der Phasen und 
anschliefiende Approximation mit einer Sinusfunktion nach dem im folgenden beschriebenen 
Verfahren durchgefuhrt werden. 

Wahrend in Gleichung 7-9 von einer exakten Verschiebung der projizierten Struktur um 
jeweils ein N-tel der Periode ausgegangen wird, laBt sich die Modulationstiefe auch eimitteln, 
wenn die Intensitat bei drei oder mehr naheza behebigen Positionen aufgenonunen wird. 
Zunachst muB- dabei der Phasenwinkel <p in Gleichung 1 fur alle Positionen der Struktur 
gemessen werden. Dies kann auf unterschiedliche Weise geschehen: 



<WO 021 2945A2_I_> 




WO 02/12945 PCT/EP01/09049 

11 

1 . Durch Messung am Mechanischen Stellglied, welches fur die Verschiebung der Struktur 
verantwortlich ist (z.B. Scanner). 

2. Durch Bestimmung aus dem aufgenommenen Bild z.B. durch Fouriertransformation oder 
durch Approximation der aufgenommen Intensitatswerte mit einer Sinusfunlction. 

3 . Bestimmung wie unter 2. jedoch mit einem Sensor, der die projizierte Struktur direlct 
aufhimmt. Dies kann auch dadurch erreicht werden, daB ein optisches Element im 
Strahlengang angeordnet wird, das die Struktur direlct auf einem Teilbereich des Detektors 
abbildet, welcher auch zur Aufhahme der Intensitaten von der Probe verwendet wird. 

Bei der Bestimmung der Verschiebung der Struktur ist es ausreichend die Verschiebung 
relativ zur ersten Position zu bestimmen. 

Zur Bestimmung der Modulationstiefe betrachten wir N Intensitatswerte die bei N Positionen 
der Struktur aufgenommen wurden und vergeben in Gleichung 2 fur die n-te Position den 
Index n. 

h,y (<Pn ) = c Qx , y + a lx y ■ sw(<p n ) + b ixy ■ cos{<p n ) Gleichung 20 

Die gemessenen Intensitaten M xy {<p tt ) konnen von den zu erwartenden Intensitaten ' I (<p n ) 

abweichen. Zur Approximation kann das Verfahren der Meinsten Fehlerquadrate verwendet 
werden: 

N-t . 

Sl^C^J-^^J) 2 -> min Gleichung 21 

/ 

Die Ableitungen nach a 0xy , a Uy und b lxy liefem das lineare Gleichungssystem 



N ^sm(<p„) f>s(<p„) 

N-l tf-l y-1 

Z sin W>J 2>in 2 (pJ E sin fo.) C0S (?>J 

" a0 fl=0 n»0 



n=0 



tf-1 



Gleichung 22 



Das Gleichungssystem ist losbar fur N>2. Die Matrix ist nur von den Positionen abhangig und 
braucht zur Losung des Systems nur einmal pro Bildsequenz invertiert zu werden. Die 
Modulationstiefe erhalt man dann aus a lxy und 6 lxj ,mit Gleichung 5. 

Das Verfahren kann in vergleichbarer Weise auch auf die Falle erweitert werden, wo die 
projizierte Struktur nicht sinusfbrmig ist, indem mit einer anderen Funktion approximiert 
wird. 

1.3.5 Minimieren des Bleichens der Farbstoffe in Fluoreszenzanwendungen 

Urn den Effekt des Ausbleichens von Farbstoffen zu minimieren, wird die zu untersuchende 
Probe idealerweise nur wahrend der Kamera-Belichtungszeit beleuchtet. Der Einflufi einer 
Dauerbelichtung wahrend der Aufhahme von z.B. drei einzelnen Phasenbildern zur erzeugung 
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eines optischen Schnittes wird urn so groBer, je kiirzer die Belichtungszeit im Vergleich zur 
Datentibertragungszeit (von der Kamera zum PC) gewahlt werden kann und je hoher die 
BeUchtungsintensitat gewahlt wird. Typische Datenubertragungszeiten fur Digitale CCD- 
Kameras liegen z.Zt im Bereich von etwa 10-100 ms bei einer Auflosung von etwa 512x512 
Pixel/Bild. Bei Belichtungszeiten in diesem Zeitbereich wird bereits die Probe unter 
Umstanden significant beschadigt, ohne die Fluoreszenemission wahrend der 
Dateniibertragung zu nutzen. Urn die Probe moglichst schonend zu behandeln ist es 
wiinschenswert einen schnellen beleuchtungsseitigen VerschluB (Shutter) zu integrieren. 
Eine einfache Losung besteht in der Verwendung von elektromagnetischen „Uniblitz" 
Shuttern der Fa. Vincent Associates , 1255 University Avenue , Rochester, New York 14607. 
Eine alternative LSsung besteht in der in Abbildung 5 dargestellten Aaordnung. Der 
dargestellte Shutter besteht aus einem Planspiegel (22), dessen Winkel zur optischen Achse 
mittels z.B. Scanner eingestellt werden kann, einem nachfolgenden Prisma (21) und einem 
feststehenden Spiegel (23). Durch diese Kombination kann eine „offene" oder 
Durchgangsstellung (Strahlengang mit durchgezogenen Linien) und eine „geschlossene" oder 
VerschluG-Stellung (Strahlengang gestrichelt) realisiert werden. Die moglichen Schaltzeiten 
sind abhangig von dem verwendeten Scanner und der GroBe des Planspiegels. Typische 
Schaltzeiten fur Spiegeldurchmesser von ca. 25 mm liegen bei etwa 1ms. 

1.3.6 Algorithmus zur Minimierung von Artefakten durch Bleichen von Farbstoffen in 
Fluoreszenzanwendungen 

Urn Bleichen von Farbstoffen zu kompensieren kann bei einem linearen Ansatz die folgende 
Reihenfolge fur die Aufiiahme der Phasenbilder verwendet werden 

Die Reihenfolge der oben dargestellten Sequenz steht dabei fur die zeitliche Reihenfolge der 
Acquisition der Phasenbilde. Aus den jeweils 3 Phasenbildern : ~ • 

und 

/ r^v (o) 

x *{ 3 / H 3 / xA J 
sind z.B. jeweils die optischen Schnitte unter Verwendung der Gleichung 10 zu berechnen 
und der Mittelwert zu bilden. 




Gleichung 24 



Damit wird in einer linearen Naherung des Bleichvorgangs die Artefaktbildung im 
berechneten optischen Schnittbild minimiert. 

1.4 Gittererkennung, Modulerkennung 
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Urn ein einfaches mechanisches Umschalten von konventioneller Mikroskopauftiahme 
zur strukturierten Beleuchtung und umgekehrt zu ermSglichen, ist es vorteilhaft eine freie 
Position mit einer Leuchtfeldblende mit dem Gitter zu kombinieren. Diese Situation ist in 
Abbildung 8 dargestellt. 

Da bei der strukturierten Beleuchtung die Tiefendiskriminierung u.a. von der eftektiven 
Gitterfrequenz abhangt diese wiederum durch die beleuchtungsseitige Gesamt- Vergrofierung 
(Tubuslinse + Kondensor bzw. Objektiv) bestinrait wird, ist es vorteilhaft eine einfache 
Moghchkeit zu schaffen urn die bei der Projektionverwendeten Gitter auswechseln zu konnen 

Um Fehler bei falsch eingesetzten Gittern zu vermeiden ist es vorteilhaft z.B- die 
mechanisch gefaBten Gitter zu codieren. Dazu kann die in Abbildung 12 dargesteUte 
Codierung verwendet werden. 
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2 Anspruche 



Anspruch 1 



Eine Anordnung zur Erhohung der Tiefendiskriironierung optisch abbildender Systeme 
durch 

• Projelction einer periodischen Struktur in das Objekt 

• Detektion von N, N>=3 strakturierten Bildern des Objekts mit Phasenwinlceln 

2k 

<P n = n ~£f> 71 ~ der projizierten Struktur , , ■ 

• Erzeugung optischer Schnitte durch Auswerten der Bilder mit den N 
unterschiedlicher Phasenwinkeln mit Gleichung 5b 

Anspruch 2 

Eine Anordnung zur Erhohung der Tiefendiskriminierung optisch abbildender Systeme 
durch 

• Projelction einer periodischen Struktur in das Objekt 

• Detektion von 3 strukturierten Bildern des Objekts mit den 3 Phasenwinkeln 
0°,120°,240° der projizierten Struktur 

• Erzeugung optischer Schnitte durch Auswerten der 3 Bilder mit unterschiedlicher 
Phase mit Gleichung 10 

Anspruch 3 

Eine Anordnung zur Erhohung der Tiefendiskriminierung optisch abbildender Systeme 
durch 

• Projektion einer periodischen Struktur in das Objekt 

• Detektion von 4 strukturierten Bildern des Objekts mit den 4 Phasenwinkeln 
0°,90°,1 80°,270° der projizierten Struktur 

• Erzeugung optischer Schnitte durch Auswerten der 4 Bilder mit unterschiedlicher 
Phasen mit Gleichung 11 

Anspruch 4 

Eine Anordnung zur Erhohung der Tiefendiskriminierung optisch abbildender Systeme 
durch Projektion einer periodischen Struktur in das Objekt durch 

• Projektion einer periodischen Struktur in das Objekt 

• Detektion von N, N>=3 strukturierten Bildern des Objekts mit Phasenwinkeln 
<P n = n— , n = 0. JV - 1 der projizierten Struktur 

• Berechnung strukturfreier Bilder mit Gleichung 7, wobei das damit berechnete Bild 
des Objekts keine erhohte Tiefendikrimimerung aufweist. 

Anspruch 5 

Eine Anordnung zur Erhohung der Tiefendiskriminierung optisch abbildender Systeme 
durch Projektion einer periodischen Struktur in das Objekt durch 
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• ProjektioneinerperiodischenStrukturindasObiekt 

• Detelctxon von 2 strukturierten Bildem des Objelcts mit Phasenwinlceln von 0° und 

• Berecnnung eines synthetischen Bildes mit Gleichnn* m~ u • 
^eteEdddesObjetaketaeernabte^^^^^ 

Anspruch 6 

• Projektion einer periodischen Struktar in das Objekt 

* wToC^V^^ BMem ^ 0b i el * «* Phasenwinkeh von 
Anspruch 7 

-NrSSS^S** abbildender S yStem e 
• Projektion einer periodischen Struktur in das Objekt 

" 3 StraktUrierten Bilde - Objekts mit Phasenwinkeln von 0° 120* 

Anspruch 8 

• ^tooneinerperiodiscbenStrakturindasObjekt 
Wrd^™ 0 " Bfldem *■ 0b * te - ftasenwinkdn von 

• Berechnung eines syntnetischen Bildes mit Oieichum. 17h , • ., . 
bereetaeteBilddes Objekts ^te ^5^^ ^S. *"* 

Anspruch 9 

senkrecnt „ oprischen Acbse tt,5EE£**£^ A ^ 
Anspruch 10 

Sc m ne? e ein^& a0h AmPra ° h 9 ^ * *-* — gaivaniscben 

Anspruch 11 

bewe^e^tr "* M0 W ° W — «* * to axialer Richtung 



;, D: <WO 021294SA2_I_> 



WO 02/12945 



PCT/EPO 1/09049 



16 



Anspruch 12 

Eine Anordnung nach Anspruch 1-10 wobei zusatzlich die ,,beleuchtungsseitige 
Tubuslinse" in axialer Richtung bewegt werden kann. 

Anspruch 13 

Eine Anordnung nach Anspruch 1 1 -12 mit motorischer Bewegung. 
Anspruch 14 

Eine Anordnung nach Anspruch 11 mit motorischer Bewegung entsprechend Abbildung 



Anspruch 16 

Eine Anordnung nach Anspruch 1-15 in Kombination mit der Messung der 
Lichtintensitat mit einem lichtempfindlichen Detektor 

Anspruch 17 

Eine Anordnung nach Anspruch 16 in Kombination mit der Messung der Lichtintensitat 
mit einem hchtempfindlichen Detektor, wobei als lichtempfindlicher Detektor eine 
Photodiode verwendet wird. 

Anspruch IS 

Eine Anordnung nach Anspruch 16,17 wobei das digitalisierte Signal des 
kchtempfindliehen Detektors zur Normierung der Bildhelligkeit verwendet wird. 

Anspruch 19 

Eine Anordnung nach Anspruch 18 wobei das digitalisierte Signal des lichtempfindliehen 
Detektors zur Normierung der Bildhelligkeit unter Verwendung der Gleichung 17 verwendet 
wird. w 



Anspruch 20 

Eine Anordnung nach Anspruch 1-19 wobei die Berechnung tiefenchskriminierter Bilder 
h Losen des durch die Gleichungen 20,21,22 gegebenen Gleichungssystems erhalten 



weitere unteranspriiche nach einem der vorangehenden Anspniche: 

Verwendung eines automatischen VerschhiBes (Shutter) 
Verwendung eines Shutters nach Abbildung 5 



Anspruch 15 
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Minimierung von Artefakten durch Anwendung der Mittelung nach Gleichung % 
Realisierung eines Moduls mit 2 Positionen nach Abbildung 8, 
Codierung der Gitter mit Barcode zur automatischen Erkennung des. Gitters 
Codierung der Gitter mit Strichcode zur automatischen Erkennung des Gitters 
Wechselbare Gitter 

Anwendung bei alien linearen Wechselwirkungen 
Anwendung in der Mikroskopie 
Anwendung in der Mikroskopie im Auflicht 
Anwendung in der Mikroskopie im Auflicht- Hellfeld 
Anwendung in der Mikroskopie im Durchlicht 
Anwendung in der Auflicht-Fluoreszenz Mikroskopie 
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Abbildung 6 
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Abbildung 7 
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Abbildung 8 
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Abbildung 10 
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Abbildung 12 



Abbildung 13 
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(57) Abstract: The invention relates to a method for increasing the depth of contrast during microscopic imaeins. The method and 
implementation described can be designated as structured illumination, which creates quasi-confoca] opticafsections. During the 
implementation of the method, a grid structure, located in the illumination field stop plane of a microscope, the object plane and the 
TV intermediate-image plane of a microscope are arranged "confocally". This assembly enables the srid structure to be projected 
into the object plane of the microscope and the object, thus structured, to be reproduced on the TV intermediate-imase plane usin* 
the following optical system. Optical sections are created by the calculation of the modulation depth of the structured object The 
object is reproduced perpendicular to the direction of observation on several focus planes, to achieve a 3-dimensional registration of 
said object and is detected using an array-detector (e.g. CCD camera). The method and implementation of structured illumination 
descnbed in this patent can primarily be used in the field of reflection and fluorescent microscopy. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine Methode zur Erhohung des Tiefenkontrasts bei der mikroskopischen Abbil- 
dung. Die dargestellte Methode und Realisierung kann ais strukturierte Beleuchtung zur Erzeuauns quasi-konfokaler optischer 
Schnitte bezeichnet werden. Bei der Realisierung der Methode werden eine Gitterstruktur. die sich in der Leuchtfeldblendenebene 
eines Mikroskops befindet, die Objektebene und die TV-Zwischen-bildebene eines Mikroskops "konfokal" anceordnet. Durch diese 
Anordnung wird die Gitterstruktur in die Objektebene des Mikroskops projiziert und das derart strukturierte Objekts iiber die nach- 
folgende Optik in die TV-Zwischenbildebene des Mikroskops abgebildet. Durch Berechnung der Modulationstiefe des strukturierten 
Objekts werden optische Schnitte generiert. Eine 3-dimensionale Erfassung 
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strukturierten Beleuchtung in der Reflexions- und Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt werden. 
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(57) Abstract: The invention relates to a method for increasing the depth of contrast during microscopic imaging. The method and 
implementation described can be designated as structured illumination, which creates quasi-confocal opticafsections. During the 
implementation of the method, a grid structure, located in the illumination field stop plane of a microscope, the object plane and the 
TV intermediate-image plane of a microscope are arranged "confocally". This assembly enables the grid structure to be projected 
into the object plane of the microscope and the object, thus structured, to be reproduced on the TV intermediate-image plane using 
the following optical system. Optical sections are created by the calculation of the modulation depth of the structured object. The 
object is reproduced perpendicular to the direction of observation on several focus planes, to achieve a 3-dimensiona! registration of 
said object and is detected using an array-detector (e.g. CCD camera). The method and implementation of structured illumination 
described in this patent can primarily be used in the field of reflection and fluorescent microscopy. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine Methode zur Erhbhung des Tiefenkontrasts bei der mikroskopischen Abbil- 
dung. Die dargestellte Methode und Realisierung kann als strukturierte Beleuchtung zur Erzeugung quasi-konfokaler optischer 
Schnitte bezeichnet werden. Bei der Realisierung der Methode werden eine Gitterstruktur, die sich in der Leuchtfeldblendenebene 
eines Mikroskops befindet. die Objektebene und die TV-Zwischen-bildebene eines Mikroskops "konfokaT angeordneL Durch diese 
Anordnung wird die Gitterstruktur in die Objektebene des Mikroskops projiziert und das derart strukturierte Objekts uber die nach- 
folgende Optik in die TV-Zwischenbildebene des Mikroskops abgebildet. Durch Berechnung der Modulationstiefe des strukturierten 
Objekts werden optische Schnitte generiert. 
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Eine -dimensionale Ertassun« des Objekts wird dadurch realisiert. dass das Objekt in mehreren Scharteebenen senkrecht zur 
Beobachtunosrichtuns abeebifdel und miueLs Array-Detektor (z.B. CCD-Kamera) detektiert wird. Vorrangig kann die hier 
dargesielUe Methode und Realisicrung der strukturierten Beleuchtung in der Reflexions- und Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt 
werden. 
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GEANDERTE ANSPRUCHE 

[beim Intemationalen Buro am 1 1 . Marz 2002 (11 .03.02) eingegangen; 
neue Anspriiche 2 1 -30 hinzugefiigt; alle weiteren Anspriiche unverandert (2 Seiten)] 

12. 

Eine Anordnung nach einem der Anspruche 1-10 wobei zusatzlich die 
"beleuchtungsseitige Tubuslinse" in axialer Richtung bewegt wird. 

13. 

Eine Anordnung nach Anspruch 1 1 - 12 , mit motorischer Bewegung. 
14. 

Eine Anordnung nach Anspruch 1 1 mit motorischer Bewegung entsprechend Abbildung 
7a,7b. 

15. 

Eine Anordnung nach Anspruch 1 1 mit motorischer Bewegung eines optischen Keiis 
entsprechend Abbildung 9. 

16. 

Eine Anordnung nach Anspruch 1-15 in Kombination mit der Messung der 
Lichtintensitat mit einem lichtempfindlichen Detektor 

Eine Anordnung nach Anspruch 16 in Kombination mit der Messung der Lichtintensitat 
mit einem lichtempfindlichen Detektor, wobei ais lichtempfindlicher Detektor eine 
Photodiode verwendet wird. 

18. 

Eine Anordnung nach Anspruch 16,17 wobei das digitalisierte Signal des 
lichtempfindliehen Detektors zur Normierung der Bildhelligkeit verwendet wird. 

19. 

Eine Anordnung nach Anspruch 18 wobei das digitalisierte Signal des lichtempfindliehen 
Detektors zur Normierung der Bildhelligkeit unter Verwendung der Gleichung 17 
verwendet wird. 

20. 

Eine Anordnung nach einem der Anspruche 1-19 wobei die Berechnung 
tiefendiskriminierter Bilder durch Losen des durch die Gleichungen 20,21 ,22 gegebenen 
Gleichungssystems erhalten wird. 

21. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, 

wobei zur Kontrolle der Belichtungszeit ein ansteuerbarer VerschlufJ vorgesehen ist. 



GEANDERTES BLATT (ARTIKEL 19) 

: <WO 0212945A3_IA> 
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22. 



Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei eine Minimierung von 
Artefakten durch Anwendung der Mittelung nach Gleichung 24 erfolgt. 



23. 



Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, 

wobei die periodische Struktur in einem einschiebbaren Modul vorgesehen ist. 



24. 



Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, 
wobei die periodische Struktur auswechselbar ist. 



25. 



Anordnunq nach einem der vorangehenden Anspruche. 

wobei eine Codierung der periodischen Struktur mil Strichcode zur automatischen 
Erkennung vorgesehen ist. 



26. 



Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, gekennzeichnet durch ihre 
Anwendung in der Mikroskopie. 



27. 



Anordnung nach Anspruch 27, gekennzeichnet durch ihre Anwendung 
in der Mikroskopie im Auflicht. 



28. 



Anordnung nach Anspruch 27, gekennzeichnet durch ihre Anwendung 
in der Mikroskopie im Auflicht- Hellfeid. 



29. 



Anordnung nach Anspruch 27, gekennzeichnet durch ihre Anwendung 
in der Mikroskopie im Durchlicht. 



30. 



Anordnung nach Anspruch 27, gekennzeichnet durch ihre Anwendung 
in der Auflicht-Ftuoreszenz Mikroskopie. 
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(57) Abstract: The invention relates to a method for increasing the depth of contrast during microscopic imaging. The method and 
implementation described can be designated as structured illumination, which creates quasi -confocal optical sections. During the 
implementation of the method, a grid structure, located in the illumination field stop plane of a microscope, the object plane and the 
TV intermediate -image plane of a microscope are arranged "confocally". This assembly enables the grid structure to be projected 
into the object plane of the microscope and the object, thus structured, to be reproduced on the TV intermediate- image plane using 
the following optical system. Optical sections are created by the calculation of the modulation depth of the structured object. The 
object is reproduced perpendicular to the direction of observation on several focus planes, to achieve a 3-dimensional registration of 
said object and is detected using an array -detector (e.g. CCD camera). The method and implementation of structured illumination 
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eines Mikroskops befmdet, die Objektebene und die TV-Zwischen-bildebene eines Mikroskops "konfokaT angeordnet. Durch diese 
Anordnung wird die Gitterstruktur in die Objektebene des Mikroskops projiziert und das derart strukturierte Objekts iiber die nach- 
folgende Optik in die TV-Zwischenbildebene des Mikroskops abgebildet. Durch Berechnung der Modulationstiefe des strukturierten 
Objekts werden optische Schnitte generiert. Eine 3-dimensionale Erfassung 
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Beschreibung der Abbildungen 

In Abbildung 1 ist das vereinfachte optische Schema der strukturierten Beleuchtung 
dargestellt. Eingezeichnet ist der bildgebende Strahlengang (Lukenstrahlengang). Ein 1 
dimensionales Transmissionsgitter (3), welches sich in einer Scharfeebene der dargestellten 
optischen Anordnung befindet, wird durch eine Lichtquelle (1) und nachfolgender 
Kollektoroptik (2) beleuchtet. Das Transmissionsgitter kann in axialer Richtung (parallel zur 
optischen Achse des Systems) bewegt werden. Die Bewegungsmoglichkeit ist durch den 
eingezeichneten Pfeil dargestellt. Dem Gitter folgt in Lichtrichtung eine planparallele 
Glasplatte (4). Der Winkel der planparallen Platte zur optischen Achse kann definiert 
eingestellt werden. Durch die nachfolgende beleuchtungsseitigen „Linsen" 1 (5 + 6) 
(Tubuslinse und Objektiv bzw. Kondensor ) wird die Struktur in die Pr§paratebene (7) 
abgebildet. Die durch einen Pfeil dargestellte Bewegungsmoglichkeit der Linse (5) 
(Tubuslinse ) kann als alternative Losung zur Bewegung des Gitters (3) verwendet werden, 
da eine axiale Verschiebung der Tubuslinse im Wesentlichen einer axiaien Verschiebung der 
Scharfeebene gleichkommt. 

Von dem Praparat ausgehendes Licht wird wiederum uber ein Linsenpaar (8 + 9) (Objektiv 
und Tubuslinse) in die darauffolgende Scharfebene (10) abgebildet. 

In Abbildung 2 ist der im allgemeinen auftretende Farblangsfehler der optischen Anordnung 
aus Abbildung 1 schematisch dargestellt. Eingezeichnet sind die Lukenstrahlengange fur 
zwei unterschiedliche Wellenlangen. Durch die chromatische Langsabberation der 
Linsenkombination liegen die Scharfeebenen fur unterschiedliche Wellenlangen axial an 
unterschiedlichen Orten. Durch eine axiale Verschiebung des Gitters (bzw. der Tubuslinse 
(5) kann dieser chromatische Langsfehler korrigiert werden. Dies ist durch die 
Gitterpositionen (3a) und (3b) angedeutet. Aulierdem wird fur die beiden Wellenlangen axial 
nicht der gleiche Ort in der Probe scharf abgebildet. Dies ist durch die Scharfeebenen (7a) 
und (7b) dargestellt. Der Unterschied in der Lage der Scharfeebenen (7a) bzw. (7b)fuhrt z.B: 
bei Mehrfachfluoreszenz zu einer fehlerhaften Erfassung des Objekts. Die chromatische 
Verschiebung der Scharfeebenen im Objekt kann uber eine Software-Korrektur der axiaien 
Positionen berucksichtigt werden. 

In Abbildung 3 ist eine Ausfuhrung der optischen Anordnung aus Abbildung 1 bzw. Abbildung 
2 zur Auflicht-Fluoreszenzdetektion in der Mikroskopie dargestellt. Mittels einer Lampe (1 ) 

1 Unter Linsen sollen hier im allaemeinen auch komplexe Linsenssvteme verstanden werden. 
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und nachfolgender Linse (2) wird eine Struktur 3 (Sinusgitter Oder binares 
Transmissionsgitter) beleuchtet Die Position der Struktur kann z.B. Qber eine motonsch 
getriebene Excenter-Bewegung axial variiert werden (siehe Abbildung 7). Zur Ansteuerung 
ist der Motor des Excenters uber ein Kabel mit der Steuerungselektronik verbunden. E.ne 
darauffolgende planparallele, transparente Glasplatte (4) (Material z.B. BK7 Oder Quarzg.as) 
kann z B mittels Scanner (Abbildung 7) in verschiedene Winkelpositionen relat.v zur 
optischen Achse versetzt werden. Zur Ansteuerung ist der Scanner Qber ein Kabel mit der 
Eiektronikbox verbunden. Durch den Parallelversatz der Platte kann die Ortsphase der 
Struktur variiert werden (Abbildung 5). Die nachfolgende (beleuchtungsseitige) Tubusl.nse 
(5) bildet die Struktur in den Unendlichraum der ICS-Optik des Mikoskops ab. Durch den 
Anregungsfilter (7), den dichroitischen Strahlteiler (1 1) und das Objektiv (10) wird d.e 
Struktur in die Praparatebene abgebildet. Das Praparat (9) befindet sich auf dem 
hohenverstellbaren Objekttisch (8). Die Hohe des Tisches (8) kann mit dem Tneb (6) .n 
Pfeilrichtung eingestellt werden. Dazu ist der Trieb uber ein Kabel mit der 
Elektroniksteuerung (15) verbunden. Das von der Probe emittierte Fluoresenzlicht wird uber 
den dichroitischen Farbteiler und den nachfolgenden Emissionsfilter (12) von dem 
Anregungslichtsepariert. Anregungsfilter, dichroitischer Strahlteiler und Emissionsfilter s.nd 
in der Gruppe (18) zusammengefalit dargestellt. Die strukturierte Fluoreszenzemision w.rd 
schlielilich uber eine Tubuslinse (1 3) auf die Kamerzwischenbildebene fokussiert. Der CCD- 
Chip der Kamera (14) detektiert die derart strukturierte Fluoeszenzemission. Die 
Kameradaten werden zum PC (16) Qbertragen. Durch den PC konnen Qber die elektron.sche 
Schnittstelle zur Steuerelektronik die axiale Position der Struktur (Gitter) und der Winkel der 
planparallelen Platte relativ zur optischen Achse eingestellt werden. Dazu wird d.e 
Steuerungselektronik mit einem z.B. galvanischen Scanner (z.B. M2T, Fa. General Scann.ng 
500 Arsenal Street, Watertown, MA 02472) verbunden. Letzlich kann damit die Ortsphase 
des Gitters gestellt werden (Abbildung 6). Desweiteren ist die axiale Position des Gitters 
einstellbar Damit konnen chromatische Langsfehler minimiert werden (Abbildung 2). 
Dadurch wird die Orts-Phasenabhangie Detektion und Verrechnung der strukturierten B.lder 
zur Berechnung eines optischen Schnittbildes bei unterschiedlichen chromatischen 
Bedingungen moglich. Das Ergebnis der Berechnung wird auf dem Monitor 17 dargetellt. 
Zur Messung der Beleuchtungsintensitat wird uber z.B. eine planparallele Platte (20) ein 
geringer Anteil des Anregungslichts ausgekoppelt und Qber eine Linse auf eine Photodiode 
(19) fokussiert. Die Spannung der Photodiode wird Qber eine Kabelverbindung zur 
Steuerelektronik gefuhrt. Nach einer Analog-Digital-Wandlung wird der digitale Wert fQr d.e 
Korrektur von Instabilitaten der Lichtquelle verwendet. 
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Mogliche Realisierungen der axialen Verschiebung des Gitters und der Einstellung des 
Winkels der planparrallelen Platte sind Abbildung 7 zu entnehmen. 

In Abbildung 4 ist eine entsprechende Anordnung fur den Fall einer reflektierenden Probe 
dargestellt. Dazu wird die umrahmte Baugruppe (18) aus Abbildung 3 durch einen 50:50 
Strahlteiler (21) (z.B. semitransparenter Spiegel) ersetzt. 

In Abbildung 5 ist ein erweitertes System mit einem elektronischen VerschlulJ („Shutter") zur 
Kontrolle der Belichtungszyklen fur die Kameradetektion dargestellt. Der hier dargestellte 
Shutter besteht aus einem Planspiegel (22), dessen Winkel zur optischen Achse mittels z.B. 
galvanischem Scanner eingestellt werden kann, einem nachfolgenden Prisma (21) und 
einem feststehenden Spiegel (23). Durch die dargestellte Kombination von Planspiegel mit 
einstellbarem Winkel zur optischen Achse, Prisma und fixiertem Planspiegel kann eine 
„offene u (Strahlengang mit durchgezogenen Linien) und eine n geschlossene u Stellung der 
optischen Anordnung (Strahlengang gestrichelt) realisiert werden. 

Die Anordnung ermoglicht ein schnelles „Ein- und Ausschalten" der Lichtquelle. Realistische 
Schaltzeiten liegen im Bereich von etwa 1-1 0ms. Die minimalen Verschlulizeiten werden 
durch die Reaktionszeiten des Scanners bei typischen Spiegeldurchmessern von etwa 20 
mm limitiert. 

Wesentlicher Vorteil ist hier die hohe Schaltzeit der Anordnung und der im Vergleiuch zu 
normalen Verschlussen vernachlassigbare Verschleifi der dargestellten Anordnung. 
In Abbildung 6 ist das Schema zur Einstellung der Ortsphase des Gitters dargestellt Das 
hier dargestellte Rechteckgitter 1 wird uber eine planparallele Glasplatte 2 abgebildet. 
Abhangig vom Winkel der Platte kann das Bild des Gitters 3 verschoben werden. Dadurch ist 
eine Einstellung der Phase des Gitters ohne mechanische Bewegung desselben moglich. 

In Abbildung 7 a) ist eine seitliche Ansicht der Mimik zur Einstellung der axialen Position der 
Gitter. und der Einstellung des Winkels der planparallelen Platte dargestellt. Uber einen 
motorisch (4) angesteuerten Excenter (3) kann die axiale Lage (Hohe) der Struktur (2) 
eingestellt werden. Ein galvanischer Scanner (5) erlaubt uber eine Drehbewegung die 
Einstellung des Winkels der planparallelen Platte (1). In Abbildung 4 b) ist dieselbe 
Anordnung in Aufsicht dargestellt. 

In Abbildung 8 ist schlielilich eine Ausfuhrung des gesamtem Moduls dargestellt, bei der 
zwei Blendenoffnungen vorgesehen sind. Die als Position 1 bezeichnete Offnung ist ein 
strukturfreier optischer Durchgang mit einer variablen Irisblende (Feldblende des 
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Mikroskops), Position 2 enthait die oben ausfuhrlich dargestellte optische Anordnung 
bestehend aus Struktur und planparalleler Platte im optischen Strahlengang. Durch die hier 
dargestellte Anordnung ist ein einfacher Wechsei von z.B. gewohnlicher Auflicht-Mikroskopie 
zur strukturierten Beleuchtung moglich. Dazu mud das gesamte dargestellte Modul 
senkrecht zur optischen Achse in die jeweils gewunschte Position bewegt werden. 
In Abbildung 9 ist eine Moglichkeit zur Korrektur der chromatischen Langsabberation in der 
LFB-Ebene dargestellt. Dazu werden zwei optische Glaskeile (1)(2) eingesetzt, wobei einer 
der beiden Keile z.B. durch einen Linearmotor in der durch den Pfeil angegebenen Richtung 
verschoben werden kann. Die dargestellte Anordnung erlaubt die Variation der optischen 
Weglange. 

In Abbildung 10 ist die Anderung der optischen Weglange zur Korrektur der chromatischen 
Langsfehler mittels optischer Keile (Abbildung 9) in eine Ausfuhrung des optische Systems 
integriert dargestellt. Die Darstellung entspricht bis auf die Keilanordnung (21) der Abbildung 

3. 

In Abbildung 1 1 ist eine Ansicht des Mikroskopsystems und den elektronischen 
Komponenten schematisch dargestellt. 

In Abbildung 12 ist der Trager des Gitters aus Abbildung 7 (2) in codierter Ausfuhrung 
dargestellt. Die dargestellten 5 elektronischen Kontakte werden durch die ebenfalls 
dargestellten leitenden Stifte zur Realisierung der gewunschten binaren Information zur 
automatischen Erkennung von den implementierten Gittertragern verwendet. Insbesondere 
bei mechanisch wechselbaren Cittern ist die Codierung der Gitter sinnvoll, urn durch die 
automatische Erkennung Fehler des Anwenders durch z.B. falsch eingestellte Orts-Phasen 
zur Berechnung von Schnittbildern zu vermeiden. 

In Abbildung 13 ist eine Realisierung zur automatischen Erkennung eines mechanischen 
Moduls dargestellt. Bei der durch den Pfeil angedeuteten relativen Bewegung der beiden 
Grenzflachen kann ein photoempfindlicher Empfanger abgedeckt bzw. geoffnet werden. 
Dadurch ist eine automatische Positionserkennung realisierbar. 
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1.2 Beschreibung der Methode 

Im folgenden wird das Prinzip der strukturierten Beleuchtung dargestellt. In der Ebene der 
Leuchtfeldblende (LFB) eines Mikroskops befindet sich eine Struktur. Bei der Struktur soli es 
sich im folgenden um eine 1 oder 2-dim periodische Struktur handeln. Die 1-oder 2- 
dimensionalen periodischen Struktur (Gitter) kann z.B. ein lithographisch gefertigtes 
Transmissions oder Reflexionsgitter sein. Das Gitter kann sowohl eine binare 
(Rechteckgitter) oderauch sinusformige Gestalt (Sinusgitter) besitzen. Das Gitter wird uber 
geeignete optische Elemente (beleuchtungsseitige Tubuslinse, und z.B. Objektiv) in die 
Objektebene abgebildet. In der Objektebene befindet sich z.B: ein reflektierendes oder 
fluoreszierendes Objekt. Die laterale Struktur der Beleuchtungsintensitat fuhrt bei einer 
linearen Wechselwirkung zu einem strukturierten Objekt. Das strukturierte Objekt wird 
wiederum uber das Objektiv und die TV-seitige Tubuslinse in die nachfolgende 
Zwischenbildebene abgebildet und mittels Array Detektor registriert (siehe Abbildung). Die 
Sensorfiache des Detektors befindet sich dazu in der Zwischenbildebene (TV-Ausgang am 
Mikroskop). 

Die Erhohung des Tiefenkontrasts bei einer mikroskopischen Aufnahme mit der 
strukturierten Beleuchtung ist letzlich darauf zuruckzufuhren, daft nur der Mittelwert (oder 
DC-Anteil) bei einer konventionellen mikroskopischen Abbildung bei einer Defokussierung 
nicht verschwindet. Wird hingegen ein Objekt mit einer Struktur beleuchtet, deren 
Ortsfrequenz (en) ungleich null ist, und wertet man anschliefcend nur den Anteil der 
Bildinformation aus, der strukturiert abgebildet wurde, so kann der DC-Anteil (Nullfrequenz ) 
numerisch entfernt werden. Dadurch wird der Tiefenkontrast erhoht. Die Struktur der 
Beleuchtung "markiert" den Teil des Objekts der sich im Fokus des optischen Systems 
befindet. 

Zur Berechnung optischer Schnitte muft im Wesentlichen die Modulationstiefe (= AC-Anteil) 
des strukturierten Objekts pixelweise bestimmt werden. Im einfachsten Fall einer 1- 
dirnensional periodischen, sinusformigen Struktur, ist bei einer linearen Wechselwirkung die 
bildseitige Intensitat /= l(x,y,<p) mit den Orts-Variablen x,y und dem Parameter fur den Orts- 
Phasenwinkel der periodischen Struktur ^gegeben durch 

l(x 9 y,<p) = a 0xy + m xy s\n(k x x + <p) Gleichung 1 

mit der lokal abhangigen Modulationstiefe m xy =:m(x,y). 
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Die Modulationstiefe ist dabei einerseits abhangig von der Gitterfrequenz, der abbildenden 
Optik und von dem betrachteten Objekt. 

Unter Verwendung der Additionstheoreme ladt sich dies schreiben als 

h.yi'P) = a o x . y + a u<y ■ sm(<p)+b lxy ■ cos(^) Gleichung 2 

Dabei ist <p der Phasenwinkel der sinusformigen strukturierten Beleuchtung, a 0xy der DC- 
Anteil (=Mittelwert) und 

a \*,y = m *, y cos^x) Gleichung 3 

b \x. y = m x, y sin(^,x) Gleichung 4 

damit folgt sofort fur die lokale Modulationstiefe der Sinusfrequenz 



«SK, + 



m *,y ~ ~ ~ — cc ^ a u/ + b \ x . y 2 Gleichung 5a 

G 0x,y 

Ein optisches Schnittbild ist gerade die mit der Bild-lntensitat (=DC-Anteil) multiplizierte 
Modulationstiefe 

1 sectioned v = m x . y = m x , y J = 4°i*,y + *ix./ Gleichung 5b 

Zusatzlich kann der Phasenwinkel berechnet werden 

tan(p) = - j^- Gleichung 6 

Die zunachst von der Modulationsfrequenz abhangigen Koeffizienten a u y und b lxy und der 

lokal abhangige Mittelwert konnen andererseits durch Anderung der Phase mit der diskreten 
Fourierentwicklung wie folgt geschrieben werden 



- 1 «. ( 2k\ 
a ox, y ~ 1 ~ JfL J x,y\"—J Gleichung 7 



= N%*{ H T y»["l£) GleiChUn9 8 
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- = ^l C °{ W fK( W f) G.eichung9 



Dabei ist N die Anzahl der Phasenschritte. 

Durch einsetzen der Gleichungen 7-9 in die Gleichung 5 kann die lokale Modulationstiefe 
m x y berechnet werden. 

Fur drei bzw. vier Phasenschritte vereinfachen sich die Formeln fur die letztlich gesuchten 
optischen Schnitte zu. 



^ sectioned xy ***x,y 

3 



Gleichung 10 



fur drei Phasenschritte (0, 2rc/3, 4k/3 ) bzw. 



sectioned xy 



- "J = {Jk,(o)-',»f + 



'.,if)-U- 



Gleichung 1 1 



fur vier Phasenschritte (0, ti/2, 7t, 3ti/2) 

Zur Berechnung des DC-Anteils ist der ..Mittelwert" uber die Phasenbilder zu berechnen 
(Gleichung 7). Fur drei Phasenwinkel ergibt sich 




Gleichung 12a 



und entprechend fur vier Phasenwinkel 




Gleichung 12b 



Der einfachste Fall ist die Berechnung des Mittelwerts mit 2 Phasenschritten. 



1 ** = a o*, y = ^( 7 ^(0)+ / v W) Gleichung 12c 
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Aufgrund des Verschiebungssatzes fur die trigonometrischen Funktionen werden bei der 
Berechnung mithilfe der letzten Gleichungen 12c die Modulationsfrequenzen eliminiert. 
Besonders vorteilhaft ist dieser einfache Algorithmus dadurch, daft auch bei Verwendung 
eines Rechteckgitters (s.u.) alle hoheren Harmonischen des Rechteckgitters unterdruckt 
werden. Fur N = 2",/?eine naturliche Zahl ist dies immer der Fall Im allg. bei Verwendung 
von mehr als 2 Phasenschritten ist dies nicht der Fall. Z.B. fuhrt bei drei Phasenschritten 
(Gleichung 12a) die dritte Harmonische bei der Mittelwertbildung zu streifenformigen 
Artefakten. 

Der allgemein mit Gleichung 7 bzw. Gleichung 12 berechnete DC-Anteil entspricht der 
konventionellen Aufnahme im Mikroskop. Der Tiefenkontrast ist dann nicht erhoht. Vorteilhaft 
ist die Berechnung der „Hellfeldinformation" mit Gleichung 7 (12) insbesondere applikativ, da 
durch dieses Processing ein ..Umschalten" von optischem Schnitt zu konventioneller 
Aufnahme ermoglicht wird, ohne daft ein mechanisches Entfernen der Struktur aus dem 
Strahlengang notig ist. 

Wird sowohl der DC-Anteil als auch ein optischer Schnitt (AC-Anteil) berechnet, so kann 
(nach geeigneter Kalibrierung) auch die „Out-of-Focus" Information durch Differenzbildung 
(DC - AC) bestimmt werden. 

Bei Verwendung eines Rechteckgitters kann zur Darstellung die folgende Reihenentwicklung 
zur Beschreibung verwendet werden. 



l{x 9 y,<p) = 




Gleichung 13 



Die Modulationstiefe der Gitterfrequenz bei Fokussierung z.B. auf einen Spiegel als Probe 
kann durch die Modulationstransferfunktion beschrieben werden [T. Wilson]. 
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Gleichung 14 



bei inkoharenter Beleuchtung und Auflicht-Beluchtung. Dabei ist 
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NA = numehsche Apertur 
X = Wellenlange 
k = Ortsfrequenz 

Obige Formel gilt fur kreisformige Pupillen. Bei Defokussierung ist eine Wellenabberation als 
komplexer Phasenfaktor mit der Pupillenfunktion zu multiplizieren. 

Anhand der Gleichung 10 erkennt man, dad die 3-Phasenformel implizit die 3.Harmonische 
der Fourierentwicklung eines Rechteckgitters (Gleichung 13, i=1) unterdruckt. Erst die 5. 
Harmonische (i=2) fuhrt zu einem Storterrn und damit zu einer Restmodulation (Artefakt). 
Wird das 1-dim Gitter so dimensioniert, daft die 5. Harmonische durch den „optischen 
Tiefpaft" nicht ubertragen werden kann, d.h. grofter gewahlt wird als die optische 
Grenzfrequenz 



konnen die Artefakte durch hohere Harmonische vollstandig unterdruckt werden. 
Bei Anwendung der Gleichung 11, d.h. bei Verwendung von vier Phasenschritten zur 
Berechnung der (lokalen) Modulationstiefe ist dies nicht der Fall. Gleichung 1 1 kann damit im 
Zusammenhang mit Rechteckgittern nur eingeschrankt verwendet werden, z.B. fur den Fall, 
daft bereits die 3. Harmonische in der Fourierentwicklung durch die Optik nicht ubertragen 
wird. Vorteilhaft ist bei Gleichung 1 1 unter dieser zusatzlichen Voraussetzung, daft die 
2.Harmonische des Gitters implizit durch den Algorithmus unterdruckt werden kann. 

1.3 Technische Ausfuhrungen 

Technische Ausfuhrungen sind in den Abbildungen 3 und 4 und weitere Details zu den 
Ausfuhrungen in den Abbildungen 5-8 dargestellt. 

Die folgenden Details der Ausfuhrungen, die in den abbildenden Systemen fur die 
Anwendung in der Fluoreszenz-Mikroskopie (Abbildung 3) und der Reflexionsmikroskopie 
(Abbildung 4) angewendet werden sollen an dieser Stelle nochmals herausgestellt werden. 

Es handelt sich dabei um die folgenden relevanten Ausfuhrungen. 

• Die Phasenstellung durch eine planparallele Platte (Planplattenmikrometer) 

• Die (motorische) Bewegung des Gitters in axialer Richtung zur Korrektur 
chromatischer Langsfehler (Fokuskorrektur) 



limit 



2NA 
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Die Korrektur von Instabilitaten der Lichtquelle durch Messung der Lichtintensitat 
mittels Photodetektor (typischerweise einer Photodiode) und anschliefcender 
numerischer Korrektur durch Skalierung der erfafJten Einzel-Phasenbilder 

Die Korrektur von z.B. Bleichen der Farbstoffe in der Fluoreszenz-Mikroskopie durch 
ein optimiertes Mittelungsverfahren. 

Die Realisierung eines schnellen Shutters mittels Scanner entsprechend Abbildung 
5 

Die Korrektur z.B. statistischer Anderungen der Ortsphase des Gitters durch losen 
eines Gleichungssystems. 

Die Realisierung eines Systems zur Verwendung eines 2-dimensionalen Gitters 
unter Verwendung von zwei orthogonalen Planplattenmikrometern. 



1.3.1 Phasenverschiebung durch eine planparallele Platte 

Die Einstellung der Phasenlage des Gitters kann vorteilhaft durch eine Parallelverschiebung 
realisiert werden (Planplattenmikrometer). Das Prinzip ist in Abbildung 6 dargestellt. Eine 
planparallele Glasplatte (Material zB. BK7) wird nach dem Gitter angeordnet und z.B. durch 
einen galvanischen Scanner wohldefinierte Winkel eingestellt. Die Verwendung eines 
Scanners bietet insbesondere den Vorteil einer prazisen und schnellen Einstellung des 
Winkels. Technisch moglich sind hiertypische Stellwinkel etwa im Bereich +/- 15° mit einer 
Stellgenauigkeit von <50 prad. bei einer Einstellzeit <5ms. 

Die Datenaufnahme synchron zum Detektor kann auf zwei Arten realisiert werden: 

• durch eine kontinuierliche Bewegung der planparallelen Platte und Synchronisation mit 
der Kamera 

• durch schrittweises. sequentielles anfahren der Scanposition 

Die sequentielle Positionierung bietet den Vorteil einer hoheren Modulationstiefe (=Kontrast) 
des strukturierten Objekts bzw. einer Unabhangigkeit des Kontrasts von dem Verhaltnis 
Belichtungszeit/Auslesezeit der Kamera. 

Urn einerseits die anregungsseitige Transmission zu optimieren und andererseits 
Vielfachreflexionen an der planparallelen Platte zu minimieren, ist es vorteilhaft die 
Reflexionen an alien optischen Komponenten, insbesondere der Struktur (bzw. dem 
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Substrat) und der planparallelen Platte durch Antireflexbeschichtungen zu minimieren. 
Aulierdem ist es vorteilhaft, die planparallele Platte unter einem kleinen Winkel (ungleich 0°) 
in den optischen Strahlengang einzufugen. Damit konnen storenden Reflexionen 
ausgeblendet werden. 

1.3.2 Fokuskorrektur, Ausgleich von chromatischer Langsabberation 

Wenngleich die Abbildung von z.B: fluoreszierenden und reflektierenden Objekten in einigen 
Punkten identisch ist, so ergeben sich durch die bei z.B. fluoreszierenden Objekten 
vorhandenen Unterschiede von Anregungs- zu Emissionswellenlange (Stokesshift) einige 
wesentliche zu beachtenden Punkte. 

Da in der Regel auch chromatisch korrigierte Objektive einen chromatischen Langsfehler 
aufweisen, befinden sich Gitter, Objekt und TV-Zwischenbildebene jeweils nur fur eine 
Anreguns/Emissionswellenlange in den optisch konjugierten Ebenen. Bei einer Anderung der 
spektralen Verhaltnisse (Filterwechsel) oder bei einem Austausch der Objektive ist die 
einmal eingestellte Scharfstellung von Objekt, Gitter und Kamera nicht mehr gegeben. Dies 
fuhrt einerseits zu einer Verringerung des Kontrasts im strukturierten Bild, andererseits bei 
grofieren Farblangsfehlern zu streifenformigen Artefakten im errechneten optischen 
Schnittbild. 

Die Scharfstellung des Objekts auf die Kamera ZB Ebene kann durch nachfokussieren 
realisiert werden. ZusaWich ist aber die Korrektur der Gitterposition relativ zur Objektebene 
notwendig. In diesem Patentantrag wird die vorteilhafte Verwendung einer manuellen oder 
motorischen Verstellmoglichkeit zur Scharfstellung des Gitters auf das Objekt dargestellt 
Dies kann bei der Verwendung einer ICS Optik auf zwei verschiedene Arten umgesetzt 
werden: 

a) Verschiebung der „Tubuslinse" in Abbildung 1 

b) Verschiebung der Gitterposition in Abbildung 2 

Auch bei substantiell identischen Wellenlangen fur Anregung und Detektion 
(Reflexionsmikroskopie) kann durch chromatische Abberationen eine axiale Bewegung der 
Struktur bzw. der beleuchtungsseitigen Tubuslinse zur Korrektur notwendig werden. 
Insbesondere ist dies bei einem Wechsel von z.B. sichtbarem Spektralbereich zu UV der 
Fall. 

Die Anpassung der Gitterposition kann z.B. durch eine exzentrische Bewegung realisiert 
werden. (Abbildung 7a,7b). Bei ausreichenden Platzverhaltnissen (bzw. ausreichend 
geringer notwendiger Fokuskorrektur) ist auch die Verwendung eines optischen Keils und 
damit der Veranderung der optischen Weglange moglich (Abbildung 9,10). 
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1.3.3 Korrektur der zeitlichen Intensitats-lnstabilitat der Lichtquelle 

Eine zeitliche Anderung der Intensitat der Lichtquelle wahrend der Detektion der im 
allgemeinen N >=3 ..Phasenbilder" fuhrt zu streifenformigen Artefakten im berechneten 
optischen Schnittbild. da in der Ableitung obiger Formeln eine zeitlich konstante Lichtquelle 
vorausgesetzt wird. Um diesen im Bezug auf die Bildqualitat stbrenden EinflulJ 
zeitabhangiger Anderungen der Beleuchtung zu eliminieren bzw. zu minimieren, kann wie 
folgt vorgegangen werden. In einem ersten Schritt wird die Intensitat der Lichtquelle z.B. 
durch Abbildung auf einen lichtempfindlichen Empfanger -z.B. eine handelsubliche 
Photodiode -ein Meftwert fur die Beleuchtungs-lntensitat gewonnen (in den Abbildung 3,4,5 
dargestellt). Das Zeitintervall fur die Integration ist dabei auf das Zeitintervall fur die 
Belichtung des CCD-Chips der Kamera abzustimmen. Das Spannungssignal der 
Photodioden-Schaltung wird anschlieftend uber einen AD-Wandler digitalisiert. Nach 
Messung der N Einzelbilder mit den Ortsphasen 



2m Gleichung 16 

N 

konnen diese z.B. wie folgt normiert werden. 



Gleichung 17 
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1.3.4 Phaseninstabilitat, Phasenstellgeschwindigkeit 

Um die Phaseninstabilitat zu minimieren, ist es vorteilhaft einen temperaturstabilisierten 
galvanischen Scanner (z.B. M2T, Fa. General Scanning ) zu verwenden. ein solcher 
Scanner gestattet auch eine kurze Phasenstellzeit von wenigen Millisekunden. Um die 
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Phasenstabilitat zu optimieren, wird der Scanner elektronisch uber einen geschlossenen 
Regelkreis angesteuert. 



Zusatzlich kann eine SW-Korrektur von Phaseninstabilitaten durch Messung der Phasen und 
anschlie&ende Approximation mit einer Sinusfunktion nach dem im folgenden beschriebenen 
Verfahren durchgefuhrt werden. 

Wahrend in Gleichung 7-9 von einer exakten Verschiebung der projizierten Struktur urn 
jeweils ein N-tel der Periode ausgegangen wird, lafit sich die Modulationstiefe auch ermitteln, 
wenn die Intensitat bei drei oder mehr nahezu beliebigen Positionen aufgenommen wird. 
Zunachst muft dabei der Phasenwinkel <p in Gleichung 1 fur alle Positionen der Struktur 
gemessen werden. Dies kann auf unterschiedliche Weise geschehen: 

1. Durch Messung am Mechanischen Stellglied, welches fur die Verschiebung der Struktur 
verantwortlich ist (z.B. Scanner). 

2. Durch Bestimmung aus dem aufgenommenen Bild z.B. durch Fouriertransformation oder 
durch Approximation der aufgenommen intensitatswerte mit einer Sinusfunktion. 

3. Bestimmung wie unter 2. jedoch mit einem Sensor, der die projizierte Struktur direkt 
aufnimmt. Dies kann auch dadurch erreicht werden, dad ein optisches Element im 
Strahlengang angeordnet wird, das die Struktur direkt auf einem Teilbereich des 
Detektors abbildet, welcher auch zur Aufnahme der Intensitaten von der Probe 
verwendet wird. 

Bei der Bestimmung der Verschiebung der Struktur ist es ausreichend die Verschiebung 
relativ zur ersten Position zu bestimmen. 

Zur Bestimmung der Modulationstiefe betrachten wir N Intensitatswerte die bei N Positionen 
der Struktur aufgenommen wurden und vergeben in Gleichung 2 fur die n-te Position den 
Index n. 

Ar.,foO= s™(<P n )+b [xy -cosfo,) Gleichung 20 

Die gemessenen Intensitaten M xy (<p n ) konnen von den zu erwartenden Intensitaten 
AtjXflO abweichen. Zur Approximation kann das Verfahren der kleinsten Fehlerquadrate 
verwendet werden: 
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n=0 



-> min 



Gleichung 21 
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Gleichung 22 



Das Gleichungssystem ist losbar fur N>2. Die Matrix ist nur von den Positionen abhangig 
und braucht zur Losung des Systems nur einmal pro Bildsequenz invertiert zu werden. Die 
Modulationstiefe erhalt man dann aus a Uy und b lx y mit Gleichung 5. 

Das Verfahren kann in vergleichbarer Weise auch auf die Falle erweitert werden, wo die 
projizierte Struktur nicht sinusformig ist, indem mit einer anderen Funktion approximiert wird. 

1.3.5 Minimieren des Bleichens der Farbstoffe in Fluoreszenzanwendungen 

Urn den Effekt des Ausbleichens von Farbstoffen zu minimieren, wird die zu untersuchende 
Probe idealerweise nur wahrend der Kamera-Belichtungszeit beleuchtet. Der EinfluB einer 
Dauerbelichtung wahrend der Aufnahme von z.B. drei einzelnen Phasenbildern zur 
erzeugung eines optischen Schnittes wird urn so grdlier, je kQrzer die Belichtungszeit im 
Vergleich zur Datenubertragungszeit (von der Kamera zum PC) gewahlt werden kann und je 
hoher die Belichtungsintensitat gewahlt wird. Typische Datenubertragungszeiten fiir Digitale 
CCD-Kameras liegen z.Zt im Bereich von etwa 10-100 ms bei einer Auflosung von etwa 
512x512 Pixel/Bild. Bei Belichtungszeiten in diesem Zeitbereich wird bereits die Probe unter 
Umstanden signifikant beschadigt, ohne die Fluoreszenemission wahrend der 
Datenubertragung zu nutzen. Urn die Probe moglichst schonend zu behandeln ist es 
wunschenswert einen schnellen beleuchtungsseitigen VerschluB (Shutter) zu integrieren. 
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Eine einfache Losung besteht in der Verwendung von elektromagnetischen ..Uniblitz" 
Shuttern der Fa. Vincent Associates , 1255 University Avenue , Rochester, New York 14607. 
Eine alternative Losung besteht in der in Abbildung 5 dargesteilten Anordnung. Der 
dargestellte Shutter besteht aus einem Planspiegel (22), dessen Winkel zur optischen Achse 
mittels z.B. Scanner eingestellt werden kann, einem nachfolgenden Prisma (21) und einem 
feststehenden Spiegel (23). Durch diese Kombination kann eine „offene M Oder 
Durchgangsstellung (Strahlengang mit durchgezogenen Linien) und eine „geschlossene" 
oder VerschlufJ-Stellung (Strahlengang gestrichelt) realisiert werden. Die moglichen 
Schaltzeiten sind abhangig von dem verwendeten Scanner und der Grofle des Planspiegels. 
Typische Schaltzeiten fur Spiegeldurchmesser von ca. 25 mm liegen bei etwa 1ms. 

1.3.6 Algorithmus zur Minimierung von Artefakten durch Bletchen von Farbstoffen in 
Fluoreszenzanwendungen 

Um Bleichen von Farbstoffen zu kompensieren kann bei einem linearen Ansatz die folgende 
Reihenfolge fur die Aufnahme der Phasenbilder verwendet werden 



Die Reihenfolge der oben dargesteilten Sequenz steht dabei fur die zeitliche Reihenfolge der 
Acquisition der Phasenbilde. Aus den jeweils 3 Phasenbildern 



sind z.B. jeweils die optischen Schnitte unter Verwendung der Gleichung 10 zu berechnen 
und der Mittelwert zu bilden. 
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Gleichung 24 
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Damit wird in einer linearen Naherung des Bleichvorgangs die Artefaktbildung im 
berechneten optischen Schnittbild minimiert. 
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1.4 Gittererkennung, Modulerkennung 



Urn ein einfaches mechanisches Umschalten von konventioneller Mikroskopaufnahme zur 
strukturierten Beleuchtung und umgekehrt zu ermbglichen, ist es vorteilhaft eine freie 
Position mit einer Leuchtfeldblende mit dem Gitter zu kombinieren. Diese Situation ist in 
Abbildung 8 dargestellt. 



Da bei der strukturierten Beleuchtung die Tiefendiskriminierung u.a. von der effektiven 
Gitterfrequenz abhangt diese wiederum durch die beleuchtungsseitige Gesamt- 
Vergrofterung (Tubuslinse + Kondensor bzw. Objektiv) bestimmt wird. ist es vorteilhaft eine 
einfache Mdglichkeit zu schaffen urn die bei der Projektionverwendeten Gitter auswechseln 
zu konnen 



Urn Fehler bei falsch eingesetzten Cittern zu vermeiden ist es vorteilhaft z.B: die mechanisch 
gefaliten Gitter zu codieren. Dazu kann die in Abbildung 12 dargestellte Codierung 
verwendet werden. 



:ID: <WO 0212945A3_IB> 
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2. Patentanspruche 
Anspruch 1 

Eine Anordnung zur Erhohung der Tiefendiskriminierung optisch abbildender Systeme durch 

• Projektion einer periodischen Struktur in das Objekt 

• Detektion von N, N>=3 strukturierten Bildern des Objekts mit Phasenwinkeln 

In 

<Pn= n — * n - 0..N - 1 der projizierten Struktur 
N 

• Erzeugung optischer Schnitte durch Auswerten der Bilder mit den N 
unterschiedlicher Phasenwinkeln mit Gleichung 5b 

Anspruch 2 

Eine Anordnung zur Erhohung der Tiefendiskriminierung optisch abbildender Systeme durch 
Projektion einer periodischen Struktur in das Objekt 

• Detektion von 3 strukturierten Bildern des Objekts mit den 3 Phasenwinkeln 
0°,120 o t 240° der projizierten Struktur 

• Erzeugung optischer Schnitte durch Auswerten der 3 Bilder mit unterschiedlicher 
Phase mit Gleichung 10 

Anspruch 3 

Eine Anordnung zur Erhohung der Tiefendiskriminierung optisch abbildender Systeme durch 

• Projektion einer periodischen Struktur in das Objekt 

• Detektion von 4 strukturierten Bildern des Objekts mit den 4 Phasenwinkeln 
0°,90M80 o ,270 o der projizierten Struktur 
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• Erzeugung optischer Schnitte durch Auswerten der 4 Bilder mit unterschiedlicher 
Phasen mit Gleichung 1 1 

Anspruch 4 

Eine Anordnung zur Erhohung der Tiefendiskriminierung optisch abbildender Systeme durch 
Projektion einer periodischen Struktur in das Objekt durch 

• Projektion einer periodischen Struktur in das Objekt 

• Detektion von N, N>=3 strukturierten Bildern des Objekts mit Phasenwinkeln 

In 

<p n = n — > n = 0..N - 1 der projizierten Struktur 
N 

• Berechnung strukturfreier Bilder mit Gleichung 7, wobei das damit berechnete Bild 
des Objekts keine erhohte Tiefendikriminierung aufweist. 

Anspruch 5 

Eine Anordnung zur Erhohung der Tiefendiskriminierung optisch abbildender Systeme durch 
Projektion einer periodischen Struktur in das Objekt durch 

• Projektion einer periodischen Struktur in das Objekt 

• Detektion von 2 strukturierten Bildern des Objekts mit Phasenwinkeln von 0° und 



♦ Berechnung eines synthetischen Bildes mit Gleichung 12c, wobei das damit 
berechnete Bild des Objekts keine erhohte Tiefendikriminierung aufweist. 

Anspruch 6 

Eine Anordnung zur Erhohung der Tiefendiskriminierung optisch abbildender Systeme durch 
Projektion einer periodischen Struktur in das Objekt durch 

• Projektion einer periodischen Struktur in das Objekt 



180° 
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• Detektion von 4 strukturierten Bildern des Objekts mit Phasenwinkeln von 
0 o ,90° t 180° und 270° 

• Berechnung eines synthetischen Bildes mit Gleichung 7, wobei das damit 
berechnete Biid des Objekts keine erhohte Tiefendikrimihierung aufweist. 

Anspruch 7 

Eine Anordnung zur Erhohung der Tiefendiskriminierung optisch abbildender Systeme durch 
Projektion einer periodischen Struktur in das Objekt durch 

• Projektion einer periodischen Struktur in das Objekt 

• Detektion von 3 strukturierten Bildern des Objekts mit Phasenwinkeln von 0°,120° 
und 240° 

• Berechnung eines synthetischen Bildes mit Gleichung 12a, wobei das damit 
berechnete Bild des Objekts keine erhohte Tiefendikriminierung aufweist. 

Anspruch 8 

Eine Anordnung zur Erhohung der Tiefendiskriminierung optisch abbildender Systeme durch 
Projektion einer periodischen Struktur in das Objekt durch 

• Projektion einer periodischen Struktur in das Objekt 

• Detektion von 4 strukturierten Bildern des Objekts mit Phasenwinkeln von 
0° i 90 o ,180 o und 270° 

• Berechnung eines synthetischen Bildes mit Gleichung 12b, wobei das damit 
berechnete Bild des Objekts keine erhohte Tiefendikriminierung aufweist. 

Anspruch 9 

Eine Anordnung zur Erhohung der Tiefendiskriminierung optisch abbildender Systeme laut 
einem der Anspruche 1-9 wobei die Ortsphase der projizierten Struktur durch eine urn eine 
Achse senkrecht zur optischen Achse drehbare planparallele Platte eingestellt wird. 
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Anspruch 10 



Eine Anordnung nach Anspruch 9 wobei die Ortsphase durch einen galvanischen Scanner 
eingestellt wird. 



Anspruch 11 



Eine Anordnung nach einem der Anspruche 1-10 wobei zusatzlich die Struktur in axialer 
Richtung bewegt werden kann. 

Anspruch 12 



Eine Anordnung nach einem der Anspruche 1-10 wobei zusatzlich die „beleuchtungsseitige 
Tubuslinse" in axialer Richtung bewegt werden kann. 



Anspruch 13 

Eine Anordnung nach Anspruch 1 1 -12 mit motorischer Bewegung. 
Anspruch 14 



Eine Anordnung nach Anspruch 1 1 mit motorischer Bewegung entsprechend Abbildung 
7a,7b. 



Anspruch 15 



Eine Anordnung nach Anspruch 1 1 mit motorischer Bewegung eines optischen Keils 
entsprechend Abbildung 9. 
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Anspruch 16 

Eine Anordnung nach Anspruch 1-15 in Kombination mit der Messung der Lichtintensitat mit 
einem lichtempfindlichen Detektor 

Anspruch 17 

Eine Anordnung nach Anspruch 16 in Kombination mit der Messung der Lichtintensitat mit 
einem lichtempfindlichen Detektor, wobei als lichtempfindlicher Detektor eine Photodiode 
verwendet wird. 

Anspruch 18 

Eine Anordnung nach Anspruch 16,17 wobei das digitalisierte Signal des lichtempfindliehen 
Detektors zur Normierung der Bildhelligkeit verwendet wird. 

Anspruch 19 

Eine Anordnung nach Anspruch 18 wobei das digitalisierte Signal des lichtempfindliehen 
Detektors zur Normierung der Bildhelligkeit unter Verwendung der Gleichung 17 verwendet 
wird. 

Anspruch 20 

Eine Anordnung nach einem der Anspruche 1-19 wobei die Berechnung tiefendiskriminierter 
Bilder durch Losen des durch die Gleichungen 20,21,22 gegebenen Gleichungssystems 
erhalten wird. 

weitere Unteranspruche nach einem der vorangehenden Anspruche: 
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Verwendung eines automatischen VerschlufJes (Shutter) 
Verwendung eines Shutters nach Abbiidung 5 

Minimierung von Artefakten durch Anwendung der Mittelung nach Gleichung 24 
Realisierung eines Moduls mit 2 Positionen nach Abbiidung 8. 
Codierung der Gitter mit Barcode zur automatischen Erkennung des Gitters 
Codierung der Gitter mit Strichcode zur automatischen Erkennung des Gitters 
Wechselbare Gitter 

Anwendung bei alien linearen Wechselwirkungen 
Anwendung in der Mikroskopie 
Anwendung in der Mikroskopie im Auflicht 
Anwendung in der Mikroskopie im Auflicht- Hellfeld 
Anwendung in der Mikroskopie im Durchlicht 
Anwendung in der Auflicht-Fluoreszenz Mikroskopie 



ID: <WO 0212945A3_IB> 
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CEANDERTK ANSPROCHE 
[beim Inicrnalionalen Buro am 1 1 . Marz 2002 ( 1 1 .03.02) eingegangen; 
neue Anspriiche 2 1-30 hinzugefiigt; alie weiteren Anspriiche unverandert (2 Seiten)] 

12. 

Eine Anordnung nach einem der Anspruche 1-10 wobei zusatziich die 
"beleuchtungsseitige Tubuslinse*' in axialer Richtung bewegt wird. 

13. 

Eine Anordnung nach Anspruch 11 - 12 , mit rnotorischer Bewegung. 
14. 

Eine Anordnung nach Anspruch 1 1 mil rnotorischer Bewegung entsprechend Abbildung 
7a,7b. 

15. 

Eine Anordnung nach Anspruch 11 mit rnotorischer Bewegung eines optischen Keils 
entsprechend Abbildung 9. 

16. 

Eine Anordnung nach Anspruch 1-15 in Kombination mit der Messung der 
Lichtintensitat mit einem lichtempfindlichen Detektor 

17. 

Eine Anordnung nach Anspruch 16 in Kombination mit der Messung der Lichtintensitat 
mit einem lichtempfindlichen Detektor, wobei als lichtempfmdlicher Detektor eine 
Photodiode verwendet wird. 

18. 

Eine Anordnung nach Anspruch 16,17 wobei das digitalisierte Signal des 
iichtempfindliehen Detektors zur Normierung der Bildhelligkeit verwendet wird. 

19. 

Eine Anordnung nach Anspruch 18 wobei das digitalisierte Signal des Iichtempfindliehen 
Detektors zur Normierung der Bildhelligkeit unter Verwendung der Gieichung 17 
verwendet wird. 

20. 

Eine Anordnung nach einem der Anspruche 1-19 wobei die Berechnung 
tiefendiskriminierter Bilder durch Lbsen des durch die Gleichungen 20,21,22 gegebenen 
Gleichungssystems erhalten wird. 

21. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche. 

wobei zur Kontrolle der Belichtungszeit ein ansteuerbarer Verschluft vorgesehen ist. 
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22. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei eine Minimierung von 
Artefakten durch Anwendung der Mittelung nach Gleichung 24 erfolgt. 

23. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, 

wobei die periodische Struktur in einem einschiebbaren Modul vorgesehen ist. 
24. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, 
wobei die periodische Struktur auswechseibar ist. 

25. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche. 

wobei eine Codierung der periodischen Struktur mit Strichcode zur automatischen 
Erkennung vorgesehen ist. 

26. 

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspruche, gekennzeichnet durch ihre 
Anwendung in der Mikroskopie. 

27. 

Anordnung nach Anspruch 27, gekennzeichnet aurch ihre Anwendung 
in der Mikroskopie im Auflicht. 

28. 

Anordnung nach Anspruch 27, gekennzeichnet durch ihre Anwendung 
in der Mikroskopie im Auflicht- Hellfeid. 

29. 

Anordnung nach Anspruch 27, gekennzeichnet durch ihre Anwendung 
in der Mikroskopie im Durchlicht. 

30. 

Anordnung nach Anspruch 27, gekennzeichnet durch ihre Anwendung 
in der Aufiicht-Fluoreszenz Mikroskopie. 
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